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RESUMO

A crescente demanda energética e 0 compromisso com a reducdo das emissdes atmosfeéricas faz
com que novas alternativas sejam estudadas para suprir as necessidades energéticas da nossa
sociedade atual. Nesse cenario, o etanol de segunda geragdo (E2G) surge como uma alternativa
renovavel e de baixo impacto ambiental, principalmente por ter como principal matéria prima
a biomassa lignocelulosica, que é bastante abundante sob a forma de residuos agroindustriais.
Porém, a producdo de etanol 2G encontra alguns gargalos, principalmente voltados ao custo de
producdo, que precisa de duas etapas adicionais se comparado ao etanol 1G: pré-tratamento da
biomassa e hidrolise enzimatica. Isto tem reflexos no custo do produto final, que ainda precisa
de desenvolvimentos para se tornar competitivo e mais atrativo ao mercado. Neste aspecto,
surgem alternativas para a reducdo dos custos, e uma delas é a modificacdo genética da
biomassa lignoceluldsica, mais precisamente da lignina, presente na parede celular das plantas,
a fim de tornar a biomassa mais suscetivel aos pré-tratamentos e reduzir o custo do processo.
Uma alternativa ¢ a modificacdo da composicdo monomérica da lignina, através da
incorporacdo de compostos como o &cido rosmarinico (AR), que pode atuar como um
mondmero mais soltvel, tornando o processo de pré-tratamento mais eficiente. Sendo assim,
este trabalho se propde a estudar a superexpressao dos genes tirosina aminotransferase de Salvia
miltiorrhiza (SmTAT) e hidroxifenilpiruvato redutase de Setaria viridis (SYHPPR), envolvidos
na biossintese de AR em Setaria viridis, uma planta modelo para gramineas. Nossa hipétese é
que a superproducdo do AR leve a sua incorporacdo na lignina, introduzindo ligagdes éster no
polimero que ndo comprometam o papel bioldgico da lignina, mas que possam ser facilmente
quebradas durante o pré-tratamento, facilitando a remocdo da lignina e promovendo a
sacarificacdo. Os genes foram inseridos nas plantas através de transformacao genética baseada
em Agrobacterium tumefaciens, confirmadas via PCR e avaliadas quanto a expressdo génica
por gPCR. A caracterizacdo da biomassa das plantas transgénicas indicou maior eficiéncia de
sacarificacdo, chegando a valores até 70% superiores se comparados as plantas selvagens em
linhagens com maior presenca de AR, além de quantidades de lignina alteradas, assim como
sua composicao. Tais fatores refor¢cam a hipotese de que alteracdes no metabolismo fendlico de
gramineas podem contribuir para o desenvolvimento de cultivares mais suscetiveis a pré-

tratamentos, para melhorar a eficiéncia da producdo do etanol 2G.

Palavras-chave: Gramineas, Parede Celular, Metabolismo Fendlico, Lignina, Etanol de

Segunda Geragdo.



ABSTRACT

The growing energy demand and the commitment to reducing atmospheric emissions have led
to the exploration of new alternatives to meet the energy needs of our modern society. In this
scenario, second-generation ethanol (2G ethanol) emerges as a renewable and low-
environmental-impact alternative, mainly due to its primary raw material—lignocellulosic
biomass—which is abundantly available in the form of agro-industrial residues. However, 2G
ethanol production faces several bottlenecks, particularly regarding production costs, as it
requires two additional steps compared to first-generation ethanol (1G ethanol): biomass
pretreatment and enzymatic hydrolysis. These additional steps impact the final product cost,
which still requires further developments to become more competitive and attractive to the
market. In this regard, alternatives for cost reduction have been explored, one of which is the
genetic modification of lignocellulosic biomass, specifically lignin, which is present in the plant
cell wall. The goal is to make the biomass more susceptible to pretreatments and reduce
processing costs. One approach is to modify the monomeric composition of lignin by
incorporating compounds such as rosmarinic acid (RA), which can act as a more soluble
monomer, making the pretreatment process more efficient. Therefore, this study aims to
investigate the overexpression of the genes tyrosine aminotransferase from Salvia miltiorrhiza
(SmTAT) and hydroxyphenylpyruvate reductase from Setaria viridis (SYHPPR), both involved
in the biosynthesis of RA in Setaria viridis, a model plant for grasses. Our hypothesis is that
RA overproduction leads to its incorporation into lignin, introducing ester bonds in the polymer
that do not compromise lignin’s biological role but can be easily broken during pretreatment,
facilitating lignin removal and enhancing saccharification. The genes were introduced into
plants via Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic transformation, confirmed by PCR,
and analyzed for gene expression through qPCR. Biomass characterization of transgenic plants
indicated higher saccharification efficiency, reaching up to 70% higher values compared to
wild-type plants in lines with increased RA levels, along with altered lignin content and
composition. These factors support the hypothesis that modifications in the phenolic
metabolism of grasses can contribute to the development of cultivars more susceptible to

pretreatment, ultimately improving the efficiency of 2G ethanol production.

Key-words: Grasses, Cell Wall, Phenolic Metabolism, Lignin, Second Generation Ethanol.



Indice de Figuras

Figura 1 — Matriz lignocelul6sica da parede celular secundaria de gramineas............c.cccccuo..... 21
Figura 2 — Estrutura da macromolécula de lignina...........cccoceveiiieiiiincieciceeee e 23
Figura 3—Modelo para a rota de biossintese de lignina em gramineas.............ccccccevvereivnennnee 25
Figura 4 — Estrutura do Acido ROSMAITNICO. ..........cccoeveeverieeeeiseeeeieeeeseeeesee et enee s senee s 29
Figura 5— Rota de biossintese de Acido ROSMATTNICO...........c.ovvevervreieieeeeeieeeseeees s 31
Figura 6 — Esquema de construcao dos Vetores de eXPreSSa0........ueivereervereereerreereeseeseeeseenns 37
Figura 7 — Etapas do processo de transformacdo genética de S.viridis por Agrobacterium
L0 1=3 = T 1= TSSO ST ORORSPRO 41
Figura 8 — Etapas do processo de transformacao genéticade S. ViridiS.........ccccevveveieeieenenne. 62
Figura 9 — Gel de eletroforese da reacdo de PCR com primers pAct dos eventos transformados
B EAB0 @ EAB2.....eoeee ettt ettt r et e e e e e 63
Figura 10 — Expressdo génica de SYHPPR e SmTAT para folhas de linhagens E430................. 64
Figura 11 — Expressdo génica SYHPPR para colmos de linhagens E432.............ccccoevvevieineenee. 65
Figura 12 — Hidrdlise enzimética da biomassa bruta de colmos de linhagens E430 em condi¢éo
SEM PrE-trATAMENTO. ... evieetieie ettt ettt e b e b e b e b e e b b e et b s 66
Figura 13 — Hidrdlise enziméatica de CWR de colmos de linhagens E430 em condi¢do sem pré-
EFALAIMEINTO. ...ttt h e b bt e e kbt e e kbt e e bb e e e bn e e enbe e e snbeeennnee s 67
Figura 14 — Hidrolise enzimatica de biomassa bruta de colmos de linhagens E432 em condi¢do
SEM PrE-TrAtAMENTO. .. .c..eiieitieiti ettt e st e st e e b e sae e s be et e sraesbeentesneeseeennenrs 68
Figura 15 — Quantificacdo de agucares pelos métodos Benedict e Glicose Liquiform.............. 69
Figura 16 — Hidrolise enzimética de CWR de colmos de linhagens E432 em condicdo sem pré-
LU L0 11<] 0 (0 PP P TR PPR PR 70
Figura 17 — Caracterizacdo da parede celular a partir do contetdo de lignina, celulose e
hemicelulose de lINNAgeNS A8 E430........ccuiiiiiiieiieieiee e 71
Figura 18 — Caracterizacdo da parede celular a partir do conteddo de lignina, celulose e
hemicelulose de lINhagens de E432...........ooii et 72
Figura 19 — Composicdo de lignina e razéo S/G de linhagens E430.........c.ccoovvviieieieicicnienn, 74
Figura 20 — Composicéo de lignina e teores de S/G de linhagens E432.........cccocvvviiiiiienn, 75
Figura 21 — Fenolicos totais e AR de colmos da construgao E430...........ccccovevveveniieneieniennn, 76
Figura 22 — Fenolicos totais e AR de colmos da construgao E432...........cccccvevvveneieneiennenne. 77
Figura 23 — Biomassa e Inflorescéncias de linhagens E430 € E432.........ccccccvvveveiieieeciecneenne. 76

Figura 24 — Comparagdo da abundancia absoluta dos ions de compostos das linhagens das
construcdes em comparacao com plantas selvagens em folhas e colmos.........c.ccceeevvveiviinenns 79



Lista de Tabelas

Tabela 1 — Enzimas chave na biossintese de Acido ROSMAriniCO.........ovovvevvveereeeeeeeeeeeeeeerannn, 61

Tabela 2 — Anotacédo de possiveis compostos diferencias de E430 e E432..........ccccccvevvevvennnne 80

Indice de EquagBes

Equacdo 1 - CAlculo dO qUI-QUAAIAdO.........cceieirieiiiee e s 44
Equagéo 2 - Calculo da expressao génica Pelo AACt........cocveiiiieieeiiiie e 46
Equacéo 3 - Calculo do contetido de lignina método brometo de acetila.........cccecevvvevirnnne. 49

Equacdo 4 - Calculo do contetddo de lignina metodo CASA.........ccooeiieie i 50



Sumario

1. INErOTUGED GEIAL. ... .ot 16
2. REFErENCIAI TEOKICO. ....eviiiiiiiici bbb 19
2.1 Panorama do etanol de Segunda geraGan..........cuciverueeieeiieerieiieseesieseeseese e sreesee e e 19
2.2 Composicao da parede celular de plantas.............cooviiiiiiiiiieic e 20
2.3 Biossintese e 0 papel da lignina na parede Celular.............ccccoovieiieiiccce i 22
2.4 Engenharia genética da rota de biossintese de lignina...........c.ccoceveiriieinicieiceneseesee 26
2.5 0 Acido Rosmarinico como um mondmero de lignina............cc.vevveieiseeeeseeseseeesennen, 27
2.6 A presenca do Acido Rosmarinico na familia Poaceae e em Setaria viridis......................... 31
2.7 Utilizacdo de Setaria viridis como modelo para cana-de-agUcCar.............cccceevevverieseeseannns 32
3. JUSLITICAtIVA € HIPOTESES. .....ccviiiiieiiiieieete ettt 33
@ o =] (V0L SRRSO 34
ST\ (=1 oTo (0] (oo - VOSSPSR PR P PP PR 35
5.1 Estudo dos genes da maquinaria de AR em S. viridis e construcdo dos vetores de
(O (ESET Lo PSPPSR 35
5.2 Transformagao genetica de S. VIFIAIS........cooueiiiriiiieiseeese e 39
5.3 Extracdo de DNA e confirmagao VIaPCR...........cccooiiiiie et 41
5.4 Avanco de geracdo para obtencao de plantas homozigotas............ccccovevvveieiieieccecicceene 43
5.5 Extracdo e tratamento de RNA, sintese de cDNA e PCR quantitativa em tempo real........... 45

5.6 Coleta do tecido vegetal para analises bioquimicas e parametros biomassa e

INTIOTESCANCIAS. ...ttt bbbttt b et bbb 47
5.7 Preparo da parede Celular (CWR)........ooiiiieiiiieeeee e 48
5.8 Lignina pelo método de Brometo de ACEtila...........cccoveiveeieiiiii i 49
5.9 Lignina pelo MEtOA0 CASA. ... .ottt b et 50
5.10 THOACIUONISE. ...ttt bbbt b et b et b et e 51
5.11 (HEMI)CEIUIOSE. ...ttt e bbb nre s 53
5.12 Pré-tratamento de biomassa e SaCarifiCaGa0..........ccoueierereiiie i 54
5. 13 FENOIICOS TOTAIS. ...eveuveeeieitesie sttt bbbttt et e bbbt 56
5.14 Acido ROSMAriNICO POF HPLC........oiuieeieeeeieeseeeeeeeesee st s st 57

o R\ (=1 22 0T ] (o]0 11 [or- VU R r R T O TR RO OO R PO PR R PP PP PP PPPRPPPPPI 58



5.16 TratamENt ESTAISTICO. .. et e ettt e e e e e e e reeaeas 60

B. RESUITATOS. ...ttt bbbttt e ettt ne et ne s 60
6.1 Similaridade dos genes da via de biossintese de AR em S. ViridiS.........ccccooeevvevveiciiieceennnne 60
6.2 Transformacéao genética e caracterizagdo MoIECUlAr...........ccoceveiiiiiini i 61
6.3 Pré-tratamento e Sacarificacao de BiOMaSSa...........ccueieerieiieiieii e 65
6.4 ComposiGa0 da parede CEIUIAT ... 70
6.5 Composicdo de lignina por TioaCidOliSe. ........ccvveiviieiice e 73
6.6 Fenolicos Totais € ACIA0 ROSMATNICO...........cccvviveiirreeeieeeesesee s ens s, 76
6.7 Biomassa € INFlOrESCENCIAS. .........ciiiiiiiieieie st 77
RS I\ (<3 = oTo] [0 4o o VOSSPSR 79
7. DISCUSSAO. ....evetesteeieesieie sttt sttt e b et b e bbbt b e st e e bt e e b e e b e e bt e bt e s e et et e benbeeneeneeneenes 80
7.1 A eficiéncia de transformacédo da construgdo com promotores constitutivos...................... 81
7.2 A maquinaria de AR e a presenca de TAT €M S. VIFIdIS........cccevviiiiieiieeie e 83
7.3 LimitagGes do método de SACaArifiCACA0. .........ovevvrirerieirerees e 84

7.4 Mudangas na composico da lignina e a possivel influéncia do Acido Rosmarinico na parede

celular das plantas tranSOENICAS. .........ccueiieiieie ettt e e s e sre e sreesreaneens 85
ST O] 0] U3 T ST 89
T =] ] =] 1o = TSRS 91
Anexo | — Representacdo dos VELOres € SEQUENCIAS........ccveiveeieieeiieeieceesre e sreesre e sraesreenens 103
ANEXO T —TaADBIAS. ... re e 109
ANEXO T — CroOMAtOQIAMAS. ... .eeiivieiieieiiitesiee et e sbeeesbeesssbeesssbeesssbeesssreeassreesnseeesnseeesseeeans 117
Anexo IV — Sacarificacdo de CWR com pré-tratamento de E430..........cccoeeerereienenenennenns 120

Anexo V — Expressdo génica de E432 a0 1ongo do CresCimento..........ccceevveveeveeveevieseesieenens 121



16

1. Introducéo Geral

O paradoxo envolvendo a crescente demanda energética da sociedade e a dependéncia
de recursos finitos como as fontes fosseis - que atuam como base da sustentagdo energetica
atual - segue em pauta nas discussdes envolvendo a necessidade de uma transicdo para novas
fontes de energia, que sejam renovaveis, e principalmente, menos poluentes. Embora tenha sido
parte essencial do desenvolvimento de varios paises, principalmente apds a primeira e segunda
revolugdes industriais, a partir de um ponto de vista ambiental, a intensificagéo do uso de fontes
fosseis trouxe consequéncias graves ao planeta, uma vez que as emissfes associadas a queima
destes combustiveis acarretam mudancas climaticas significativas, que impactam
negativamente diferentes formas de vida no planeta (PENALVA SANTOS et al., 2023).

Em meio a busca por fontes renovaveis e ndo poluentes, surgem oportunidades voltadas
a producdo de bioenergia fazendo-se uso de substancias organicas, como a biomassa, que é por
definicdo uma matéria organica proveniente da fotossintese de plantas, que pode ser convertida
em energia através de processos termoquimicos, bioquimicos, ou ainda, utilizada como matéria-
prima para biocombustiveis (Liu et al., 2022). O setor de transportes é responsavel por parte
significativa das emissbes atmosféricas atuais, correspondendo a 25% das emissdes totais de
CO- e 50% do consumo da produ¢do mundial de petréleo (Hortsch; Corvo, 2020). Neste cenério
0s biocombustiveis desempenham um papel de extrema importancia quando se trata de
transicdo energética, pois podem substituir os combustiveis fosseis reduzindo drasticamente as
emissdes atmosféricas, como por exemplo, o etanol, que tem capacidade de reduzir até 61% das

emissdes se comparado a gasolina (CHANDEL et al., 2021).

Tratando-se da producdo de biocombustiveis, o Brasil ocupa um lugar de destaque,
tendo investimentos no setor que remontam a década de 1970, com incentivos a partir do
programa Prd-Alcool para a producéo de etanol a base de cana-de-agUcar. Tais investimentos
aliados a expertise no cultivo de cana-de-agucar, permitiram que o pais ocupasse hoje a segunda
colocagao em producdo de etanol, atras somente dos Estados Unidos (Robak; Balcerek, 2020).
Tanto no Brasil como em outros paises, a producdo de etanol é baseada na rota industrial que
faz uso de um processo microbiologico conhecido como fermentacdo alcoolica, onde os
acucares sob a forma dos agucares simples sacarose, glicose e frutose, sdo convertidos em
etanol, energia, CO2 e outros subprodutos através da acdo de leveduras, geralmente
Saccharomyces cerevisiae (Lopes et al., 2016). Este processo € denominado de primeira

geracdo, e, no Brasil, a sua producéo € baseada quase em sua totalidade utilizando-se do caldo
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de cana-de-agucar. Durante o processo de produgéo do etanol de primeira geracéo, € gerado um
grande volume de bagaco de cana, classificado como biomassa lignocelulésica, material que
pode ser utilizado para queima na cogeracdo de energia, ou ainda na producdo do etanol de
segunda geracdo (E2G). Estima-se que no Brasil, até 2030 serdo geradas até 26 milhGes de
toneladas de bagaco de cana (Hortsch; Corvo, 2020). Além do bagaco, outras matérias primas
como residuos agroindustriais e materiais florestais podem ser utilizadas na produgao do etanol
2G, todas elas trazendo a vantagem de ndo competirem com a industria alimenticia, e ainda
estarem disponiveis em grande abundancia (AFEDZI; PARAKULSUKSATID, 2023).

Devido as caracteristicas da biomassa lignocelulésica, a producao do etanol 2G é mais
complexa e dispendiosa que o processo de primeira geracdo, muito por conta da recalcitrancia
da biomassa, deixando o processo com um baixo custo-beneficio. A producdo do etanol 2G €
baseada em pré-tratamentos, para desestruturar o emaranhado lignocelul6sico; hidrolise
enzimatica, para quebrar os polissacarideos em agucares mais simples; e fermentacdo dos
monossacarideos (Kordala et al., 2024). Diferentes métodos de pré-tratamento podem ser
utilizados para quebrar a estrutura lignoceluldsica, envolvendo métodos mecanicos, quimicos,
fisico-quimicos, e biolégicos, sempre com o objetivo principal de remover ou modificar a
lignina, reduzir a cristalinidade da celulose, e tornar a hemicelulose mais acessivel a hidrélise
enzimatica (AFEDZI; PARAKULSUKSATID, 2023).

Biomassas de plantas sd@o predominantemente formadas por paredes celulares, um
compésito formado por varias redes poliméricas, incluindo polissacarideos e lignina (Loqué;
Scheller; Pauly, 2015). A composicao de uma biomassa lignocelulésica pode variar de acordo
com o tipo de planta, sua idade, condi¢des climaticas e tempo de coleta, porém, em geral, a
celulose representa de 40 a 55%, hemicelulose de 24 a 40%, e a lignina de 18 a 25% (Kordala
et al., 2024) e ainda ha a presenca minoritaria de pectinas, proteinas, extrativos e cinzas
(DALENA et al., 2019).

A lignina é um heteropolimero reticulado amorfo constituido principalmente por trés
unidades de alcool: coniferilico (guaiacil propanol); cumarilico (p-hidroxifenil propanol) e
sinapilico (sirigil &lcool). Estes monémeros fenolicos séo ligados entre si por ligacGes alquil
aril, alquil alquil e aril aril, formando assim uma estrutura tridimensional (Dalena et al., 2019).
A lignina esta diretamente relacionada a recalcitrancia de biomassas lignoceluldsicas, uma vez
que o polimero de lignina atua como um reforco, impermeabilizando as paredes celulares das
plantas e protegendo as microfibrilas de celulose da degradacdo enzimaética (Halpin, 2019).

Dessa forma, buscam-se alternativas para aumentar a digestibilidade da biomassa a partir de
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estudos em engenharia de lignina. Neste sentido, progressos significativos ja foram alcangados
na modificagdo da estrutura, da composicdo e distribuicdo da lignina, para reduzir a
recalcitrancia e aumentar a eficiéncia de sacarificacdo sem comprometer o rendimento da
biomassa (LOQUE; SCHELLER; PAULY, 2015).

A partir da inclusdo de mondmeros fenolicos compativeis, é possivel modificar
caracteristicas da lignina na parede celular vegetal, tornando-a mais acessivel aos pré-
tratamentos. Segundo Tobimatsu et al., (2012) perturbacdes na via dos fenilpropanoides e da
via de acido chiquimico, podem levar a mudangas estruturais massivas no polimero de lignina,
a partir de incorporacfes de intermedidrios ou outros compostos fenolicos. Neste aspecto,
destaca-se 0 uso do acido rosmarinico (AR), que tem sua biossintese justamente ocorrendo
através da juncdo destas duas vias metabolicas, e que ja possui enzimas chave bem
caracterizadas. Como o AR possui mondmeros fendlicos compativeis com a lignina, além de
uma ligacdo éster facilmente clivavel por saponificagdo, alguns autores sugerem que ele poderia
ser incorporado a lignina para que esta facilidade de rompimento possa contribuir no processo
de diminuicéo da recalcitrancia da parede celular de biomassas vegetais. Inclusive, na literatura,
conforme descrito por Bevilaqua et al., (2019) j& ha relatos da incorporacdo de AR na parede
celular de plantas vivas resultando em aumento da sacarificacdo da biomassa pré-tratada com
hidroxido de sédio (TOBIMATSU et al., 2012); (VEGA-SANCHEZ; RONALD, 2010);
(RALPH, 2010); (BEVILAQUA et al., 2019)

Desta forma, este trabalho busca explorar a superexpressdo de genes envolvidos na
biossintese de acido rosmarinico em Setaria viridis, uma graminea de metabolismo C4 utilizada
como planta modelo para cana-de-agucar e outras gramineas, para verificar se a incorporagédo
deste mondmero na lignina pode ter influéncia positiva na digestibilidade da biomassa. Para a
geragdo das plantas transgénicas foram utilizadas técnicas de biologia molecular e cultura de
tecidos, e diversas técnicas de bioquimica também foram aplicadas para verificar a composicédo
da parede celular, mudancas no metabolismo fenolico, bem como a liberagéo de agtcar ao longo

do tempo em comparacgdo com as plantas selvagens.
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2. Referencial Teorico

2.1 Panorama do etanol de segunda geracdo

O etanol celul6sico, classificado como biocombustivel de segunda geragdo tem um
grande potencial produtivo, tendo em vista a enorme disponibilidade de matéria-prima para a
sua producdo. Além da evidente capacidade de substituir o uso do petroleo e dos aspectos
econémicos e ambientais, o etanol 2G também traz beneficios do ponto de vista de utilizagéo,
permitindo, por exemplo, uma maior poténcia e uma combustdo completa em comparagdo com
a gasolina e o diesel, o0 que gera como resultado uma menor quantidade de fumaca lancada na
atmosfera, contribuindo para minimizar os impactos ambientais. Outros fatores importantes séo
0 alto ponto de fulgor (150°C), que o torna bastante seguro, e as suas boas propriedades de
lubrificacdo, que tem impacto direto na vida Util de motores a combustdo (KORDALA et al.,
2024).

Por mais que o E2G tenha varios aspectos importantes, a sua producdo ainda é
extremamente baixa se comparada ao etanol 1G. Em 2023 a producdo brasileira de etanol 1G
atingiu 32,95 bilhdes de litros, enquanto a producéo de E2G contribuiu com somente 51 milhdes
de litros, ou seja, uma participacdo infima. Apesar da producéo ainda ser pequena, ha grande
expectativa de crescimento para o E2G, e isso se reflete no fato de que empresas ja investem
em novas plantas de producdo, como por exemplo a Raizen, uma joint venture das empresas
Shell e Cosan, com investimentos na ordem de 2,8 bilhdes de reais para inauguracéo de 3 novas
plantas de E2G no Brasil (DEGREENIA; WYNNE, 2023).

A valorizacédo do produto também se reflete na ponta final da cadeia, 0 consumidor. Um
estudo realizado por Garcia et al., (2022) evidenciou que consumidores que estdo mais
familiarizados com o tema de biocombustiveis e energias renovaveis tém maior disposicédo a
pagar mais por um combustivel composto por gasolina e E2G, valorizando 0s aspectos
ambientais e de sustentabilidade do biocombustivel celuldsico. Apesar de todos os fatores
positivos citados anteriormente, a producdo do E2G ainda encontra barreiras a serem superadas
para que as projec¢des se concretizem. Os maiores gargalos estéo envolvidos com os custos do
processo de producdo, principalmente nas duas etapas adicionais do E2G: o pré-tratamento de

biomassa e a hidrélise enzimatica da celulose e hemicelulose.

O pré-tratamento é responsavel por afetar a estrutura integrada da biomassa

lignocelul6sica, removendo a lignina, para aumentar a acessibilidade e a biodegradabilidade da
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celulose e hemicelulose antes das etapas de hidrdlise e fermentacdo. Na literatura, 0 processo
de pré-tratamento vem sendo destacado como uma das etapas mais cruciais do E2G, podendo
afetar a viabilidade e a sustentabilidade do processo, devido ao seu grau de complexidade em
termos de capital, alto uso de energia e uso de produtos quimicos. Alguns autores citam
inclusive que o custo somente da etapa de pré-tratamento poderia ter 0 mesmo valor do custo
total do processo de producdo, incluindo hidrélise, fermentacéo e purificacdo (SOLTANIAN et
al., 2020); (DA SILVA; TORRES ORTEGA; RONG, 2016).

A hidrolise é a etapa subsequente do processo apos o pré-tratamento, onde a celulose e
a hemicelulose sdo quebradas em aclcares mais simples, grande parte glicose e xilose. A
hidrolise geralmente é realizada a partir de coquetéis enzimaticos em um processo
ambientalmente amigavel que faz o uso de enzimas celulases e hemicelulases que decompdem
os polissacarideos em agUcares fermentesciveis. O sucesso da hidrdlise depende muito do quao
efetivo foi o pré-tratamento e também da escolha correta do coquetel enzimético de acordo com
o tipo de matéria-prima (KORDALA et al., 2024).

Dessa forma, torna-se importante buscar solugfes para aumentar a eficiéncia da etapa
de pré-tratamento, a partir de alternativas que permitam reduzir 0s custos energéticos e que

também permitam que a hidrolise enziméatica também ocorra de maneira mais efetiva.

2.2 Composicao da parede celular de plantas

Nas plantas, a parede celular é composta principalmente por polissacarideos, como
celulose, hemicelulose, pectinas, e ainda, proteinas. A parede celular é dividida entre a parede
celular primaria e a parede celular secundéria. A parede primaria é mais flexivel e dindmica,
permitindo a expansdo e o crescimento celular, enquanto a parede celular secundéria, que
deposita-se apos o término da expansao da célula em células maduras ou especializadas como
o xilema, é mais espessa e rigida, com varias camadas de fibras de celulose, e € importante para
a rigidez e suporte mecénico das plantas, principalmente devido a presenca da lignina,
juntamente com a celulose e a hemicelulose (VOINICIUC; PAULY; USADEL, 2018);
(ZHANG et al., 2021).

A composicao da parede celular de gramineas pode ser vista na Figura 1 a seguir.
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Figura 1 — Matriz lignocelul6sica da parede celular secundéria de gramineas.
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Nota: A sintese dos monoligndis ocorre no citosol a partir da fenilalanina e, no caso das gramineas,

também da tirosina, por meio da via dos fenilpropanoides e de rotas especificas para 0s monolignais.
Posteriormente, essas moléculas sdo transportadas através da membrana plasmatica para a parede celular
secundaria, onde sdo oxidadas por peroxidases ligadas a parede celular (PRX) e lacases (LAC),
culminando na polimerizag&o e formagdo da lignina.

Fonte: CHRISTENSEN; RASMUSSEN (2019).

Em plantas dicotileddneas, a parede celular tem uma distribui¢cdo mais uniforme
dos componentes da parede, o que reflete em uma maior flexibilidade e adaptabilidade,
contendo maior quantidade de pectinas, enquanto a parede celular de plantas monocotiledéneas,
como S. viridis, e gramineas em geral, tem uma parede celular sob o formato de uma rede mais
densa de arabinoxilano e celulose. Em dicotileddneas, a estrutura mais aberta da parede celular
facilita processos de crescimento celular, ao contrario de plantas monocotileddneas, onde a
parede é mais compacta, oferecendo maior resisténcia a estresses ambientais e também a
processos quimicos, como a fermentacdo para producdo de etanol (HAAS; PEAUCELLE,
2021).

Em comparacéo, plantas de metabolismo C3 dicotiled6neas tém parede celular do tipo
I, composta principalmente por pectinas abundantes, proteinas estruturais e microfibrilas de
celulose que séo interligadas por hemiceluloses, como xiloglucanos, formando uma rede. Para
gramineas, como S. viridis, Sorghum bicolor e Saccharum spp. de metabolismo C4, apresentam

parede celular do tipo Il, com menor quantidade de pectinas, e maior quantidade de
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hemiceluloses, como glucuronoarabinoxilanas e arabinoxilano, aléem de serem mais rigidas
devido a presenca da lignina (Zhang; Zhou; Zhang, 2024). A celulose é o principal componente
da biomassa lignoceluldsica e da parede celular, podendo representar de 40 a 55% da
composicdo. As microfibrilas de celulose sdo uma estrutura em formato de cabos elongados,
composta por 24 a 36 cadeias contendo de 500 a 14.000 moléculas de glicose conectadas por
ligagdes do tipo B-(1,4) presentes tanto na parede celular priméaria quanto na parede celular
secundaria. As microfibrilas tem caracteristicas de serem longas e inelasticas, envolvendo as
células em camadas sobrepostas, fornecendo resisténcia a pressdes osmoticas e enrijecendo a
parede celular, proporcionando a capacidade de crescimento vertical das plantas (Somerville,
2006); (Kordala et al., 2024); (Meng; Ragauskas, 2014). A hemicelulose representa de 24 a
40% da parede celular de plantas, e em gramineas ¢ composta primariamente de xilano e -
glucano, sendo o xilano uma cadeia linear de residuos 3-(1,4)-D-xilosil. Além disso, os residuos
de arabinofuranose podem ser ligados a estrutura do xilano formando arabinoxilano, que por
sua vez pode ser substituido por &cido feralico (FA) ou p-cumarico (pCA). O FA, produzido na
via dos fenilpropanoides, liga-se a lignina de forma covalente, aos polissacarideos por meio de
ligacOes éster e a proteinas estruturais das paredes celulares de gramineas através de ligacdes
éter, atuando como um conector universal dos componentes da parede celular (OLIVEIRA et
al., 2015); (OLIVEIRA et al., 2020); (KORDALA et al., 2024).

2.3 Biossintese e 0 papel da lignina na parede celular

Lignina é um termo que define um grande grupo de polimeros aromaticos resultantes
do acoplamento combinatorio oxidativo de 4-hidroxifenilpropanoides. Depositados
predominantemente nas paredes das células, a lignina tem a capacidade de torna-las rigidas e
impermeaveis. A sua biossintese também pode ser dirigida por fatores de estresse bidtico e
abiotico, como perturbacdes na estrutura da parede celular, infecgdo por patdgenos e estresse
metabolico (Vanholme et al., 2010). Além do seu papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento das plantas, protegendo os polissacarideos de degradacdo microbiana e
conferindo resisténcia ao apodrecimento, a lignina também desempenha um papel central na
recalcitrancia da biomassa lignoceluldsica, atuando como uma barreira para a sacarificacéo
eficiente da biomassa na producdo de biocombustiveis. A remocdo da lignina é um processo
dispendioso, sendo necessario fazer uso dos pré-tratamentos, que podem remover grande parte

da lignina aumentando a eficiéncia da hidrolise dos polissacarideos. Também ha esforcos de
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pesquisa para desenvolvimento de plantas com menor grau de deposi¢do de lignina, ou com
lignina modificada, que seja mais suscetivel a degradacdo quimica (SUN et al., 2016);
(JONSSON; MARTIN, 2016); (VANHOLME et al., 2010).

A lignina € comumente apontada como sendo composta por trés unidades monoméricas
principais: p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S) — Figura 2, que sdo derivados da
polimerizacdo dos alcoois hidroxicinamil, p-cumaril, coniferil e alcool sinapil. Contudo, a
lignina também ¢é derivada de varios outros mondGmeros aromaticos. Foram observados
vestigios de aldeidos hidroxicinamil, acetatos, p-cumaratos, p-hidroxibenzoatos e ferulato de
tiramina, e também alguns fendlicos agora sdo reconhecidos como monémeros de lignina. Na
literatura, Vanholme et al., (2019) reporta que metabdlitos de 11 classes diferentes foram
encontrados como sendo de ocorréncia natural em mondmeros de lignina, incluindo alcoois
hidroxicinamil, hidroxiarilpropandis, ésteres hidroxicinamil, hidroxicinamaldeidos, &cidos
hidroxicindmicos, ésteres de hidroxicinamatos, hidroxicinamidas, hidroxibenzaldeidos, &cidos
hidroxibenzdicos, hidroxistilbenos, flavona e tricina. Tais monoligndis podem apresentar
abundancias variadas em diferentes camadas da parede celular, tecidos vegetais e variam com
o tipo de planta. A complexidade da macromolécula de lignina tem muito a ver com a variedade
de mondmeros e a aleatoriedade das ligacbes que podem ocorrer entre eles (BOERJAN;
RALPH; BAUCHER, 2003); (VANHOLME et al., 2019); (HALPIN, 2019).

Figura 2 — Estrutura da macromolécula de lignina.

OCH,

Nota: Monoligndis majoritarios representados em: vermelho, como alcool sinapilico; verde, como alcool p-
cumarico; azul, como alcool coniferilico.

Fonte: KARUNARATHNA; SMITH (2020).
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A rota geral de biossintese de lignina em plantas monocotiledéneas é evidenciada na
Figura 3. Diferentemente de plantas dicotileddneas, em gramineas monocotileddneas existe a
via alternativa da deaminacao realizada pela enzima TAL — tirosina amino liase, onde a tirosina
é diretamente convertida em p-cumarato. A lignina € sintetizada na parede celular, por meio da
polimerizagdo dos monoligndis e todos os blocos de construgdes conhecidos que fazem parte
da biossintese do polimero sdo produzidos ou derivados da via geral dos fenilpropanoides. A
fenilalanina, derivada da via do shikimato, atua como substrato para a via em todas as plantas,
enquanto a tirosina é um substrato adicional em gramineas. A biossintese dos monolignois
envolve sucessivas reacdes de hidroxilagdo do anel aromatico, seguidas por metilacGes
fendlicas e por fim a conversdo da cadeia lateral carboxila em um grupamento &lcool.
(BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003); (VANHOLME et al., 2013).

Depois de varias etapas envolvendo deaminacao, hidroxilacdo, metilacao e reducdo, os
mondmeros de lignina sdo produzidos no citosol e transportados até o apoplasto. Por fim, ocorre
a polimerizacdo das trés unidades monolignois principais (G, H e S) por meio da acdo de
peroxidases (POD) e lacases (LAC) na parede celular secundaria. As principais enzimas
envolvidas na rota biossintética de lignina sdo PAL, fenilalanina aménia liase; TAL, tirosina
amonia liase; C4H, cinamato 4-hidroxilase; 4CL, 4-cumarato:CoA ligase; CCR, cinamoil-CoA
redutase; HCT, hdroxicinamoil-CoA shikimato; C3H, p-cumarato 3-hidroxilase; CCOAOMT,
cafeoil-CoA O-metiltransferase; F5H, ferulato 5-hidroxilase; CSE, cafeoil shikimato esterase;
COMT, acido cafeico O-metiltransferase; CAD, cinamoil alcool desidrogenase; LAC, lacase;
POD, peroxidase (LIU; LUO; ZHENG, 2018); (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003).

Para o caso de gramineas, que sdo capazes de sintetizar pCA (acido p-cumarico) a partir
de fenilalanina ou tirosina, usando fenilalanina/tirosina amonia-liases bifuncionais (PTAL), os
metabdlitos derivados da tirosina parecem preferencialmente se incorporarem a unidades S e
em pCA ligado a parede celular, onde parte deste pCA ligado a parede € ligado a lignina para
produzir conjugados de monoligndis da unidade S (Shafiei et al., 2023). Em gramineas, 0s
mondmeros de lignina s&o sintetizados na via dos fenilpropanoides e de flavona, passam entéo
pela membrana celular e sdo polimerizados nas paredes celulares secundaria. Além disso, a
tricina, um flavonoide, é derivada de uma combinagdo das vias policetidicas de shikimato e
acetato-malonato, e foi o primeiro fenolico encontrado em grande parte das gramineas como
sendo um componente fora da via canonica de lignina (Ralph et al., 2019). A via de biossintese

de lignina em gramineas € demonstrada a seguir.
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Figura 3 — Modelo para a rota de biossintese de lignina em gramineas.
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setas tracejadas representam etapas ndo verificadas das vias; os respectivos monolignéis formados e os

conjugados de monocotileddneas encontrados em concentragdes significativas sdo destacados em roxo;

em verde é demonstrado o fluxo preferencial de carbono em gramineas.

Fonte: Adaptado de PERACCHI et al. (2024).
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2.4 Engenharia genética da rota de biossintese de lignina

Modificagbes na rota de biossintese de lignina tem sido objeto de estudo de diferentes
grupos ao redor do mundo para alterar o conteudo de lignina de plantas e também a sua
composicdo. Além disso, os estudos permitem entender melhor a funcdo e o papel dos
monolignadis, fornecendo informacdes valiosas sobre aspectos regulatorios da via de biossintese
de lignina, assim como a sua estrutura e papel biologico. Alteracdes na composi¢do ou estrutura
de lignina também podem ser ferramenta importante pensando na diminuicdo da recalcitrancia
da biomassa lignocelulésica para a producédo de biocombustiveis. Dessa forma, nas ultimas duas
décadas diversos estudos realizados tiveram como objetivo tentar reduzir o contetdo de lignina
sem afetar o crescimento normal de plantas, e também tornar a lignina mais suscetivel aos pré-

tratamentos, facilitando o acesso aos agUcares fermentesciveis.

Ainda que plantas com baixas quantidades de lignina possam ser interessantes para a
producdo de biocombustiveis, mudancas nesta via podem acarretar alteracfes nas propriedades
fisico-quimicas da lignina, provocando enfraquecimento de vasos, xilema irregular, e isto pode
afetar negativamente o crescimento das plantas. Ainda podem ocorrer mudancas mais sutis,
como no caso de alteracdo na relacdo S/G, que ndo alteram caracteristicas visiveis como o
crescimento, mas podem alterar o sequestro de moléculas sinalizadoras de defesa da parede
celular, e isto faz com que sejam alterados os niveis de transcri¢do de genes envolvidos com
resposta a estresse. Fortes redugdes do contetido de lignina podem levar a defeitos indesejados
graves no crescimento das plantas, além de alterar seus mecanismos de defesa (GALLEGO-
GIRALDO et al., 2018); (VANHOLME et al., 2019).

Os genes envolvidos na biossintese de lignina ja foram estudados utilizando mutantes
de varias espécies, como Arabidopsis - Arabidopsis thaliana; milho — Zea mays; alfafa —
Medicago sativa; alamo — Populus spp. e tabaco — Nicotiana tabacum. Segundo Vanholme et
al., (2010), avaliando os estudos realizados, pode-se concluir que a reducdo da expressdo de
cada um dos genes da via, tem a capacidade de reduzir os teores de lignina na parede celular

em diferentes niveis, a depender do gene, da espécie e do nivel de redundancia genética.

Um mutante quadruplo de Arabidopsis thaliana envolvendo genes PAL
(pall/pal2/pal3/pald) teve o seu contedo de lignina reduzido se comparado a plantas
selvagens, na ordem de 20 a 25%, porém, ao mesmo tempo foram reduzidos os teores de acido
salicilico e a suscetibilidade ao ataque de patégenos aumentou (Huang et al., 2010). A supressao
a nivel de mRNA do gene de 4CL em Pinus radiata fez com que plantas transgénicas tivessem
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o0 conteudo de lignina reduzido na ordem de 36 a 50%, porém, observou-se que primariamente
devido a deple¢do da unidade G (guaiacil), a modificagdo causava um fenétipo de plantas ands
(WAGNER et al., 2009). Os autores Boerjan; Ralph; Baucher (2003) relatam que a regulacéo
negativa de PAL e C4H em plantas de tabaco reduz grande parte do teor de lignina das plantas.
A regulacdo negativa de PAL reduz principalmente unidades G, enquanto a regulacdo negativa
de C4H afeta principalmente as unidades S da lignina. Além disso, os autores ainda relatam
exemplos onde a regulacdo negativa de 4CL reduz o conteudo de lignina em plantas de tabaco,
alamo e Arabidopsis, com altera¢fes na unidade S (tabaco), apenas na unidade G (Arabidopsis)

e sem alteragBes nos niveis S/G (&4lamo).

Segundo relata Bewg et al., (2016), utilizando a técnica de RNA de interferéncia para
reduzir a expressao individual de genes envolvidos com a biossintese de lignina em cana-de-
acucar, foi possivel observar que para F5H, apesar de ndo haver reducdo de lignina, houve
aumento de glicose liberada; e para COMT, houve uma reducdo de quantidade de lignina e
aumento de liberacdo de glicose durante hidrélise enzimatica. O estudo ainda evidenciou
somente pequenas alteracGes negativas nos parametros fenotipicos. Além disso, utilizando a
técnica TALEN para induzir mutacdes na regido de COMT de cana-de-agUcar, foi possivel
observar que as mutacGes neste gene estdo diretamente relacionadas a reducdo do contetdo de
lignina e aumento de sacarificacdo, sem prejuizo para o desenvolvimento normal da planta
(JUNG; ALTPETER, 2016).

A partir destes exemplos podemos concluir que a engenharia da biossintese da lignina
é bastante promissora na manipulacéo dos teores de lignina em plantas. Isto nos leva a ideia de
que as estratégias de engenharia de lignina também podem ser usadas para reduzir a
recalcitrancia da biomassa lignocelul6sica, pensando principalmente na melhoria da eficiéncia

da producéo do etanol de segunda geracao.

2.5 O Acido Rosmarinico como um mondmero de lignina

A flexibilidade metabdlica e estrutural da biossintese de lignina, aliado a diversidade
de monoligndis que podem ser suas partes componentes, permite que estudos sejam realizados
com objetivo de adicionar monémeros e modificar a lignina por rotas alternativas que
aumentem a digestibilidade da biomassa lignocelulosica permitindo a remogéo da lignina de
forma mais facil (MOTTIAR et al., 2016).
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As primeiras evidéncias da modificacdo de lignina com este tipo de estratégia foram
realizadas atraves da acilagdo enzimatica de lignina de milho, com unidades p-cumarato, e
ésteres ferulatos e diferulatos de xilana, também em lignina de milho. Apos estudos com
modelos miméticos de parede celular e estudos in planta provou-se o conceito de que a
copolimerizacdo de ésteres ferulados de monoligndis com outros monoligndis poderia facilitar
a desestruturacdo da lignina durante pré-tratamentos quimicos. Isto confirmou o valor da
engenharia genética de incorporacdo de monolignois em lignina como uma das formas de
melhorar a deslignificacdo e a hidrolise enzimatica das paredes celulares (MOTTIAR et al.,
2016); (GRABBER et al., 2019).

Baseados nestes estudos, Grabber et al., (2019) afirmam que mondémeros alternativos
gue prontamente incorporam a lignina funcionalidades clivaveis de acetil, amida ou éster,
podem melhorar a digestibilidade da parede celular ap6s um pré-tratamento levemente &cido
ou alcalino. Ainda mais importante, as estratégias de substituicdo monolignol poderiam evitar
fenotipos estruturais ou de desenvolvimento indesejados, associados a regulacdo negativa de
enzimas de biossintese de lignina, como visto nos exemplos destacados no tépico anterior
(VEGA-SANCHEZ; RONALD, 2010).

O acido rosmarinico (AR) € um éster formado pelo &cido caféico e pelo acido 3,4-di-
hidroxifenil lactico (Figura 4), e é um constituinte presente em varias familias de plantas.
Recentemente, 0s genes, enzimas e metabdlitos envolvidos na biossintese de AR foram
caracterizados (Weitzel; Petersen, 2011). Segundo Tobimatsu et al., (2012) e Vega-Sanchez;
Ronald (2010) o AR é um grande candidato para atuar como uma unidade monolignol de
lignina, devido ao fato de possuir uma ligacao éster facilmente clivavel conectando dois anéis
fendlicos para despolimerizar a lignina; e ainda tem a funcionalidade de acido carboxilico livre,
0 que o torna capaz de modular a hidrofobicidade da lignina, limitando a ligacdo com

polissacarideos.
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Figura 4 - Estrutura do Acido Rosmarinico.
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Fonte: elaboracgdo prépria utilizando ChemSketch (2024).

A rota de biossintese de AR é complexa, ndo linear e ocorre em uma rota divergente-
convergente. Acontece por meio da via dos fenilpropanoides, e compartilha véarios aspectos
semelhantes a via de biossintese de lignina, que foi discutida anteriormente. A enzima PAL, é
guem catalisa a conversdo da fenilalanina em cinamato. A tirosina € trans aminada pela enzima
tirosina aminotransferase (TAT), com 2-oxoglutarato como co-substrato, em 4-
hidroxifenilpiravico (pHPP), que é entdo reduzido a 4-hidroxifenilatico pela enzima
hidroxifenil piruvato redutase (HPPR). Tanto NADH como NADPH podem atuar como
substratos nesta reducdo. A C4H catalisa a sintese de p-hidroxicinamatos a partir do cinamato
formado anteriormente, e a enzima 4CL converte este p-cumarato em seu éster de coenzima-A,
ativando-o para a reacdo com malonil-CoA. Na via que leva a formacdo de AR, a enzima
hidroxicinamoil-CoA:hidroxicinamoil transferase (RAS) é quem catalisa a condensacdo do
acido 4-hidroxifenilatico com 4-cumaroil-CoA. Finalmente, estas reac6es sao catalisadas pelos
citocromos P450 3-hidroxicinamoil (3-H) e P450 39-hidroxicinamoil (39-H). Posteriormente,
0 AR pode ser ainda convertido em &cido salvianolico B (SAB) e acido litospérmico B (LAB)
(PETERSEN et al., 2009); (KIM et al., 2013); (TROCSANYI; GYORGY; ZAMBORINE-
NEMETH, 2020).

As enzimas da via geral dos fenilpropanoides PAL, C4H e 4CL s&o onipresentes nas
plantas terrestres, pois sdo fornecedoras dos precursores para a formacdo de polimeros de
suporte como a lignina e pigmentos UV. A enzima TAT é uma enzima primaria que participa
também da formacédo de pHPP, necessario para biossintese de tocoferdis e plastoquinonas. A
via de biossintese de acido rosmarinico é evidenciada na Figura 5 (PETERSEN et al., 2009).
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A aplicacdo exdgena de AR foi testada em milho e os resultados sugerem que em uma
exposicdo de curto prazo o AR ndo altera o conteudo total de lignina, embora diminua o
crescimento das raizes das plantas. Neste caso, foi possivel observar alteracdes na composicao
monomeérica e na atividade das enzimas da rota dos fenilpropanoides, diretamente ligados a
biossintese de lignina. Os autores também relatam que observando a exposi¢éo a longo prazo,
foi possivel verificar que a sacarificagdo foi melhorada nos colmos, sem nenhum distirbio na
via dos fenilpropanoides (BEVILAQUA et al., 2019).

Um outro estudo relatado na literatura testou a produgéo de AR em Salvia miltiorrhiza
através de estratégias de superexpressao de genes envolvidos na biossintese de AR. Os autores
relatam que a superexpressao Unica dos genes C4H, TAT, HPPR; a superexpressdao de TAT e
HPPR em conjunto; e a superexpressdo de HPPD; aumentaram a producao de AR nas plantas,
sendo a maior producdo observada naquelas plantas mutantes onde os genes TAT e HPPR eram
superexpressos em conjunto (XIAO et al., 2011).

Além disso, os resultados descritos por Tobimatsu et al., (2012), mostraram que a
incorporacdo de AR a lignina em um modelo mimetizado de parede celular melhora
consideravelmente a deslignificacdo alcalina e a hidrolise subsequente das paredes celulares
por preparacOes de enzimas fungicas, além de aumentar a degradacao da parede celular por

enzimas fangicas e microflora ruminal, mesmo sem pré-tratamentos alcalinos.

Estes resultados indicando o uso de AR como monolignol e a sua incorporagdo nas
plantas a partir da superexpressdo de genes forneceram a base tedrica para a elaboracdo da
hipbtese deste trabalho, onde os genes TAT e HPPR séo superexpressos com a finalidade de
modificagdo da composicdo e estrutura da lignina, e aumento da digestibilidade da biomassa,
utilizando uma planta modelo para a cana-de-acucar, principal fonte de biomassa para a

producdo do etanol de segunda geracdo no Brasil.
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Figura 5 - Rota de biossintese de Acido Rosmarinico.
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rota 1, em preto, foi descrita em C. blumei e P. campanularia; rota 2 e 3, em verde e vermelho, foram descritas

em S. miltiorrhiza; e rota 4, foi proposta em P. vulgaris.

Fonte: Adaptado de Yan et al., (2024).

2.6 A presenca do Acido Rosmarinico na familia Poaceae e em Setaria
viridis

Por mais que 0 AR seja descrito como uma molécula presente em varias familias de
plantas, a sua presenca na familia Poaceae ainda € muito pouco descrita na literatura.

Inicialmente isolado da espécie Rosmarinus officinalis (familia Lamiaceae), 0 AR também foi

encontrado em outras espécies da familia Boraginaceae, sendo apontado como um componente
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ativo de vérias plantas medicinais, como Salvia officinalis, Mentha x piperita, Thymus vulgaris,
Melissa officinalis, Symphytum officinale; além disso, o AR j& foi identificado em trés ordens
de plantas monocotiledéneas ndo Poaceae (PETERSEN et al., 2009). Embora seja mais comum
das familias Lamiaceae e Boraginaceae, autores sugerem que AR é um metabdlito de
distribuicdo dispersa no reino vegetal, distribuido esporadicamente e com uma complexa
evolucdo da sua rota de biossintese em plantas terrestres, podendo ter surgido uma vez, e depois
se perdido em muitos taxons, ou ainda podendo ter evoluido de forma independente (Levsh et
al., 2019). Os autores Guan et al., (2022) relatam a presenca de AR em 162 espécies de plantas,
em diferentes tecidos vegetais, e destas, 104 sdo da familia Lamiaceae, sendo o género Salvia

0 mais comum, com mais de 20 espécies.

Porém, a presenca de AR em espécies da familia Poaceae ainda é raramente relatada na
literatura. O autor Pinto (2015), relatou a identificacdo de AR a partir de analises de ressonancia
magnética nuclear de extratos alcodlicos de Paspalum atratum, uma graminea da familia
Poaceae, mas este foi o Unico relato encontrado de uma espécie desta familia com a presenca
de AR. Sendo assim, é correto afirmar que a producdo de AR em S. viridis € incerta, mas ndo

descartada, assim como a presenca do seu maquinario de biossintese.

2.7 Utilizacdo de Setaria viridis como modelo para cana-de-agucar

O uso de plantas modelo para estudos envolvendo transformacdo genética de culturas
importantes ja é bem estabelecido na literatura, como por exemplo, estudos em Arabidopsis
thaliana, um étimo exemplo de prova de conceito para plantas de metabolismo do tipo C3. Com
a crescente busca por alternativas de modificacdo genética para culturas que sdo provedoras de
biomassa lignocelul6sica para a producdo de biocombustiveis, surge a necessidade de usar um
modelo que traga facilidades do ponto de vista técnico de protocolos de transformacéo genética
e manipulacdo em pequena escala, uma vez que a cana-de-agUcar tem um genoma
extremamente complexo que dificulta o processo de transformagéo, e aumenta muito o tempo

de pesquisa em laboratdrio.

Setaria viridis, da familia Poaceae, € uma graminea de metabolismo do tipo C4,
monocotileddnea, pertencente a subfamilia Panicoideae, tribo Paniceae, que é irmé da tribo
Andropogoneae, um dos grupos de plantas economicamente mais importantes que inclui
plantas como cana-de-actcar, milho e sorgo (Cesarino et al., 2020). Em 2012, o seu genoma

foi sequenciado a partir de uma cooperacdo entre institutos da China e Estados Unidos,
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revelando a sua semelhanca a nivel gendmico com outras culturas bioenergéticas, como
Panicum virgatum. Além disso, S. viridis é pertencente a sub-familia Panicoidae, juntamente
com culturas como sorgo, milho e cana-de-agucar, todas culturas de metabolismo C4, assim
como S. viridis. O seu genoma diploide pequeno, a baixa quantidade de DNA repetitivo, e 0
seu rapido ciclo de vida a tornam um modelo excelente para estudos envolvendo culturas para
bioenergia (LATA; GUPTA; PRASAD, 2013).

Pensando justamente neste aspecto onde S. viridis pode atuar como planta modelo para
estudos envolvendo cana-de-aclicar e outras culturas energéticas, um protocolo de
transformacdo genética baseado em Agrobacterium tumefaciens foi desenvolvido por Martins
et al., (2015) e estudos envolvendo a transformacdo bem sucedida de S. viridis ja foram
publicados, como por exemplo De Souza et al., (2018), cujo trabalho evidenciou aumento da
digestibilidade da biomassa lignoceluldsica a partir da supressdo de genes BAHD em S. viridis.
Além disso, é importante destacar que a prova de conceito da utilizacdo de S. viridis como
planta modelo para cana-de-agucar ja foi relatada na literatura, onde o mesmo grupo de pesquisa
citado anteriormente estudou a estratégia utilizando os genes BAHD em cana-de-acUcar,
obtendo também os mesmos resultados vistos para S. viridis, de aumento de digestibilidade da
biomassa lignocelulésica (DE SOUZA et al., 2019).

3. Justificativa e HipoOteses

A busca por fontes de energia alternativas que possam substituir os combustiveis fosseis
é urgente do ponto de vista do setor dos transportes, onde as emissdes atmosféricas atingem
niveis alarmantes como consequéncia da queima de gasolina e diesel, principalmente. Fontes
alternativas como a biomassa vem ganhando espaco uma vez que a producdo de
biocombustiveis se mostra capaz de atender as demandas energéticas. Porém, com o aumento
crescente da demanda energética, também se buscam alternativas ainda mais sustentaveis para
producdo de biocombustiveis, surgindo entdo a possibilidade de aumentar-se a producdo do

etanol de segunda geracéo, utilizando biomassa lignoceluldsica como matéria-prima.

O Brasil tem a sua producéo de etanol baseada principalmente no E1G, e a producgéo de
E2G encontra gargalos técnicos, principalmente voltados para os altos custos das etapas de pré-
tratamento e de hidrolise enzimatica, muito por conta da presenca da lignina no emaranhado
lignocelulosico. Alternativas para a modificacdo da estrutura e da composicao da lignina vem

ganhando espaco uma vez que este polimero permite substituicbes em suas unidades
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monoligndis, como o &cido rosmarinico, que pode atuar como um mondmero alternativo e que

que poderia tornar a biomassa lignocelulésica mais suscetivel aos pré-tratamentos.

Assim sendo, a principal pergunta deste trabalho é se a superexpressdao de genes
envolvidos na biossintese de &cido rosmarinico, atraves da modificacdo genética de uma planta
modelo para a cana-de-agucar, denominada Setaria viridis, poderia melhorar a digestibilidade

da biomassa através do acumulo de AR na parede celular, sem efeitos deletérios.

A hipotese principal deste trabalho é que a superexpressdo dos genes da via de AR
poderia facilitar a remocdo da lignina por meio de pré-tratamentos, melhorando a
digestibilidade da biomassa, aumentando a eficiéncia de hidrdlise enzimatica, e
consequentemente permitindo reduzir os custos do processo de producdo do E2G. Além disso,
outras hipoteses foram testadas, para verificar se a expressdo aumentada dos genes alteraria a
composic¢do da parede celular, principalmente relacionado as quantidades de lignina; verificar
se a expressdo aumentada dos genes poderia levar a uma maior liberacdo de acucar das plantas
transgénicas comparadas as plantas selvagens; verificar se a modificacdo genética poderia
causar algum tipo de disturbio de crescimento, quantidade de biomassa e de sementes nas

plantas transgénicas.

4. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho é a superexpressdo dos genes SmMTAT e SYHPPR, sob o
controle de promotores constitutivos e promotores especificos de parede celular secundaria em
S. viridis e a avaliagdo das caracteristicas bioquimicas da parede celular por meio de ensaios de

composicdo de parede, hidrélise enzimatica e metabolémica.
Colocam-se como objetivos especificos:

e Transformagdo genética de S. viridis utilizando vetores de expressdo contendo
sequéncias dos genes e promotores previamente selecionados:
pZmUbi::Smtat::p35Sm::Svhppr e pIRX5::Smtat::pIRX1::Svhppr; para obtencdo das

linhagens transgénicas;

e Caracterizagcdo molecular das plantas geradas a partir de técnicas de biologia molecular,

para confirmag&o de plantas positivas e definicdo do nivel de expressdo génica;
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e Ensaios de hidrélise enzimética da biomassa das plantas (sacarificacdo) para definir as

linhagens com maior liberacdo de agucar, como screening para os demais experimentos;

e Ensaios bioquimicos de caracterizacdo da parede celular: teores de lignina, celulose e
hemicelulose; tioacidolise para composi¢do da lignina; purificacdo de compostos
fendlicos para determinacdo de AR; determinacdo de fendlicos totais; para verificar se

as plantas transgénicas tém composicéo de parede celular modificada;

e Identificacdo e quantificacdo de AR por HPLC e Metabolémica das plantas transgénicas
para identificacdo e quantificagdo de metabdlitos secundérios diferenciais envolvidos

com o metabolismo de fendlicos, em comparacdo com plantas selvagens;

e Quantificacdo de parametros de desenvolvimento como biomassa seca total e nimero

de inflorescéncias das plantas transgénicas.

5. Metodologia

5.1 Estudo dos genes da maquinaria de AR em S. viridis e construgao

dos vetores de expressao

Para verificar se 0s genes da rota de biossintese de AR também estavam presentes em
S. viridis, procedeu-se para uma analise utilizando a ferramenta BLAST, a partir das sequéncias
génicas de cada um dos genes da rota: PAL (Phenylalanine ammonia-lyase); C4H (Cinnamate-
4-hydroxylase); 4CL (4-Coumarate:CoA ligase); TAT (Tyrosine aminotransferase); HPPD (4-
Hydroxyphenylpyruvate dioxygenase); RAS (Rosmarinic acid synthase); C3H (p-Coumaroyl
3'-hydroxylase); HPPR (Hydroxyphenylpyruvate reductase); CYP98A (Cytochrome P450
hydroxylase family). Os identificadores de cada um dos genes foram retirados de referéncias
da literatura. As sequéncias de cada identificador de cada gene das referéncias da literatura
foram retiradas do GenBank do NCBI para Salvia miltiorrhiza e buscados pelo BLAST no
Phytozome para S. viridis v4.1.

Os vetores de expressdo foram construidos a partir de sequéncias dos genes obtidas no
banco de genomas do Phytozome (v.12) disponivel em

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.ntml e do National Center for Biotechnology

Information, NCBI. Duas estratégias diferentes foram escolhidas para a superexpressao dos

genes envolvidos na biossintese de AR. As duas estratégias envolvem a superexpressao de dois
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genes, baseados nos resultados do estudo de Xiao et al., (2011), onde a coexpressdo destes
genes evidenciou maiores quantidades de AR. O primeiro gene SvHPPR -
HidroxyPhenylPyruvate Reductase; identificador Phytozome Sevir.5G009200; e o segundo
gene SmMTAT - Tyrosine AminoTransferase; GenBank NCBI: DQ334606.1; cuja sequéncia foi
obtida da anotacdo de Salvia mitiorrhiza. Neste caso, utilizou-se a sequéncia em Salvia
mitiorrhiza pois ndo foram encontrados homologos para este gene em S. viridis, como mostrado
ao longo do trabalho. Importante ressaltar que para a construcao dos vetores de expressao foram
utilizadas as sequéncias mencionadas, porém, com otimizacdo de codons para
monocotileddneas. Na primeira estratégia, os dois genes foram coexpressos sob o controle de
promotores constitutivos p35Sm (promotor CaMV 35S modificado para otimizagdo de
expressao em monocotiledéneas) e pZmUbi (promotor do gene da ubiquitina de milho), para

superexpressdo de SYHPPR e SmTAT, respectivamente.

A segunda estratégia de superexpressdao dos genes envolveu a expressdo espaco-
temporal controlada, utilizando-se promotores para expressao na parede celular secundaria de
S. viridis. O gene SVHPPR ¢ controlado pelo promotor pSilRX1 (1.5 kb a montante do gene
IRX1 de Setaria italica; Seita.5G319100) e o gene SmTAT atua sob o controle do promotor
AtpIRX5 (1980 pb & montante do start codon do gene IRX5 de Arabidopsis thaliana;
At5g44030). Os genes IRX1 (CesA8) e IRX5 (CesA4) foram reportados como sendo essenciais
para a formacdo da parede celular secundaria em Arabidopsis thaliana (HERNANDEZ-
BLANCO et al., 2007); (GARDINER; TAYLOR; TURNER, 2003). Eles atuam como
subunidades da celulose sintase (CesA) e, junto a um terceiro gene, sdo responsaveis pela
sintese de celulose nos vasos do xilema ap6s a expansao celular. Os vetores de expressao sdo
compostos pelo marcador de selecdo hptll (hygromycin phosphotransferase Il), um gene que
confere resisténcia ao antibiotico Higromicina, sob o controle do promotor da actina de arroz
(pOsAct). Os vetores foram sintetizados pela empresa DNA Cloning Service, sediada na cidade
de Hamburgo, Alemanha. Um esquema dos vetores de expressao esta apresentado na Figura 6.
As sequéncias dos genes e promotores, aléem da ilustracdo completa dos vetores podem ser
encontradas no Anexo Il — vetores e sequéncias geneticas. Com a finalidade de facilitar a
identificacdo, os vetores foram identificados como E430, para as o vetor utilizado promotores
constitutivos; e E432 para o vetor utilizando promotores de parede celular secundaria, assim

como as linhagens obtidas para cada um dos vetores utilizados.
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Figura 6 - Esquema de construgéo dos vetores de expresséo.

(a) E430: vetor utilizando promotores constitutivos.

|— tNOS = hptll ‘m— tNOS —| Svhppr M Smtat |- tNOS_I

(b) E432: vetor utilizando promotores para expressao espaco temporal controlada na

parede celular secundaria.

tNOS | hptll m- tNOS |~| Svhppr Smtat |- tNos_l

Fonte: do autor (2024).

i

Os vetores foram eluidos a partir da indicagdo do fornecedor, adicionando-se 50 pL
solucdo TE na membrana do tubo contendo os vetores. Aguardou-se 2 minutos para a absor¢do
completa e centrifugou-se a 14.000 g por 2 minutos a temperatura ambiente. Procedeu-se com
a quantificacdo em espectrofotdmetro e eletroforese em gel de agarose, corado com brometo de
etidio para verificar a integridade das amostras, em triplicata.

Os vetores de expressdo foram inseridos em E. coli e em cepas EHA105 de
Agrobacterium tumefaciens ambos através do método de transformacdo de choque térmico,
descrito por Brasileiro; Carneiro (2015). Foram utilizadas células competentes de E. coli
previamente preparadas que ja estavam disponiveis no laboratorio. A transformacéo por choque
térmico ocorreu iniciando-se com a preparacdo da suspensdo bacteriana que estava estocada a
-80°C. O tubo contendo as células competentes foi deixado para descongelamento no gelo, de
onde retirou-se uma aliquota de 100 pL para um micro tubo previamente resfriado. Ao DNA
plasmidial, que foi previamente ressuspendido, adicionou-se cerca de 20 nanogramas as células
competentes, misturou-se cuidadosamente e 0os microtubos foram deixados no gelo por 30

minutos.

Os tubos entdo foram transferidos para um banho a 42°C, durante 90 segundos, sem
agitacdo. Apos, transferiu-se os tubos rapidamente para o gelo durante 2 minutos. Adicionou-
se entdo 800 pL de meio Luria Bertani (LB). Misturou-se suavemente e os tubos foram
transferidos novamente para o banho a 37°C por 45 minutos. Apds, utilizou-se de centrifugagéo

em velocidade maxima por 30 segundos para concentrar as células e descartou-se 800 pL de



38

sobrenadante. Os 100 pL restantes foram entdo plagueados em meio LB contendo o antibidtico
Espectinomicina 100 mg/L para selecdo das bactérias. As placas foram colocadas para
crescimento em incubadora a 37°C por 16 horas. Apds a transformacéo, foi realizado um
estoque de glicerol de A. tumefaciens e também de E. coli, com a finalidade de manter um

estoque das linhagens trabalhadas no laboratério.

Para a incorporacdo dos vetores em A. tumefaciens, tambeém foi utilizado o protocolo
por choque térmico descrito por Brasileiro; Carneiro (2015). Do mesmo modo, utilizou-se de
células competentes previamente preparadas disponiveis no laboratério. Preparou-se
inicialmente um pré-indculo, contendo uma col6nia isolada de A. tumefaciens coletada com
uma alca de platina, em um tubo de ensaio, com 3 mL de meio LB e os antibidticos
Espectinomicina 100 mg/L e Rifampicina 50 mg/mL. Incubou-se a 28°C sob agitacéo
overnight. Incubou-se a cultura no gelo por 15 minutos. Centrifugou-se as células a 1968 g por
15 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas em 1 mL de
CaCl> 20 mM em glicerol 10%. Retirou-se uma aliquota das células competentes e manteve-se
no gelo até descongelar. Adicionou-se 1 g de DNA plasmidial e misturou-se delicadamente.
Incubou-se no gelo por 30 minutos e apds, em nitrogénio liquido por 2 minutos. Depois desse
periodo, incubou-se as células a 37°C por 5 minutos. Adicionou-se 1 mL de meio LB, e
incubou-se por 2 horas a 28°C. Apos isso, espalhou-se com auxilio de al¢a de Drigalsky 100
pL da suspensdo de células em placas contendo meio LB/agar e os antibioticos Espectinomicina
100 mg/L e Rifampicina 50 mg/L. Incubou-se as placas a 28°C e aguardou-se por 3 dias o
crescimento das colonias. Para a confirmagéo da presenca do vetor transferido, realizou-se PCR

utilizando as col6nias formadas e primers especificos de cada vetor.

Realizou-se ainda um protocolo de miniprep para cada um dos vetores transformados,
a partir das instrucgdes do kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermo Scientific. Foi realizado
em triplicata. Adicionou-se 250 pL da solucdo de ressuspensao ao pellet obtido a partir de 1,5
mL de cultura de Agrobacterium transformada, em meio LB contendo os antibidticos de
selecdo. Apds, adicionou-se 250 pL de solugéo de lise, homogeneizou-se de forma vigorosa até
que a solucéo se tornasse viscosa. Adicionou-se apdés 350 pL de solugcdo de neutralizacéo e
imediatamente homogeneizou-se invertendo-se os tubos. Centrifugou-se por 5 minutos a
12.000 g para concentrar o debris celular e DNA cromossomal. Transferiu-se o sobrenadante
para a coluna do kit e centrifugou-se a 12.000 g por 1 minuto. Adicionou-se 500 pL da solugéo
de lavagem na coluna e centrifugou-se. Repetiu-se o processo de lavagem outra vez. Transferiu-

se a coluna para um novo tubo e adicionou-se 50 pL da solucdo de elui¢do no centro da coluna.
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Incubou-se a temperatura ambiente por 2 minutos e centrifugou-se a 12.000 g por 2 minutos.
Ap0Os 0 processo, as amostras de miniprep foram quantificadas utilizando espectrofotdmetro e

a correta configuracdo do equipamento.

5.2 Transformacéo genética de S. viridis

A transformacdo genética de S. viridis foi baseada no método apresentado por Martins
et al., (2015), com adaptacdes. Os experimentos foram realizados no laboratério de Evolucéo e
Diversidade, campus Sao Bernardo do Campo da UFABC. O primeiro passo foi a selecdo de
sementes maduras de S. viridis selvagens, genotipo A10.1, para passarem pelo processo de
escarificacdo, para remocdo da casca, sem danificar o embrido, com auxilio de lixa e pinga. A
desinfestacdo das sementes ocorreu em camara de fluxo laminar, fazendo-se uso de 20 uL de
Tween 20 e 1 mL hipoclorito de s6dio 10-12%, em um tubo eppendorf de 2 mL, contendo de
500 a 1000 sementes, por um periodo de 5 minutos com agitacdes manuais. Apos o tempo, as
sementes foram lavadas com agua destilada autoclavada 5 vezes, e deixadas para secar em papel

filtro autoclavado.

Cerca de 20 a 25 sementes foram entdo transferidas para placas Petri de plastico,
contendo meio de cultura CIM (descri¢do detalhada dos componentes do meio de cultura CIM
na Tabela 1, Anexo I), e colocadas para incubacédo a 25 + 2°C, por 4 semanas sem luz, para que
houvesse a inducdo dos calos embriogénicos. Apds a formacéao dos calos no escuro, a préxima
etapa realizada foi o isolamento dos calos embriogénicos, selecionados com ajuda de pinca,
bisturi e lupa modelo Leica EZ4, em fluxo laminar. Os calos selecionados foram transferidos

novo meio CIM, incubados a 25 + 2°C sem luz por uma semana.

O pré-indculo da cultura de A. tumefaciens foi preparado a partir de coldnias da cepa
EH105 previamente transformadas e confirmadas, crescidas em meio LB so6lido, mantidas em
geladeira. Uma col6nia foi repicada para um Falcon de 15 mL contendo 3 mL de meio LB e 0s
antibioticos de selecdo Espectinomicina 100 mg/L e Rifampicina 50 mg/L, e incubada
overnight, com tubo inclinado em incubadora a 28°C e 180 rpm. No dia seguinte, 2 mL do pré-
inéculo foram transferidos para um Erlenmeyer previamente autoclavado de 150 mL.
Adicionou-se também outros 18 mL de meio LB contendo Espectinomicina e Rifampicina nas
mesmas concentracdes descritas anteriormente, além de Acetoseringona 200 uM. Incubou-se
sob agitagédo a 28°C até atingir a ODegoo Otima para transformacdo de 0.6. A OD foi medida

utilizando-se cubeta de plastico e 1 mL de suspensao em espectrofotdmetro modelo Eppendorf
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BioPhotometer Plus. Apds, centrifugou-se a 1507 g por 15 minutos, descartou-se o
sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 3 mL de meio CIM liquido (Tabela 2 — Anexo I).

Transferiu-se entdo os calos para um tubo Falcon de 50 mL, e em seguida 10 mL da
suspensdo bacteriana, juntamente com 100 pL de Synperonic (Poloxamer 188 solution - P5556
Sigma). Ap6s 5 minutos de incubacdo e homogeneizacdo suave, transferiu-se os calos para
papel filtro para secagem do excesso de cultura bacteriana, e transferiu-se os calos para placas
petri contendo meio de cultura CIM acrescido de Acetoseringona 200 uM. Incubou-se a 22°C
sem luz por 3 dias. Apos os 3 dias de cocultivo, transferiu-se os calos para meio CIM acrescido
de Timentin 150 mg/L; apds sete dias, transferiu-se para meio CIM acrescido de Timentin e
Higromicina 30 mg/L e incubou-se por mais 7 dias sem luz a 25°C. Apds esta etapa, 0s calos
foram transferidos para meio de regeneracédo de raizes MRS (Tabela 3 — Anexo 1) acrescido de
Timentin 150 mg/L e Higromicina 30 mg/L. Incubou-se as placas a 26 + 2°C em luz 150 pmol
m2s com fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro. Os explantes que demonstraram
crescimento de raizes apds 20 dias, foram transferidos para um novo meio MRS. Apds
confirmacéo de que o explante é um bom candidato, realizou-se a transferéncia para o meio de
desenvolvimento, em frascos de vidro (meio MD — Tabela 4 — Anexo 1), e mantinham-se a 26
+2°C em luz 150 pmol ms com fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro.

Apds crescimento da parte aérea, transferiu-se o explante candidato para copos plasticos
contendo substrato:vermiculita em razéo 3:1, acrescido de NPK. Os candidatos foram mantidos
em casa de vegetacdo, com controle de temperatura a 26 + 2°C, fotoperiodo 16/8 horas
(luz/escuro) com intensidade de luz de 500 pmol m2s?, e eram regados diariamente. A Figura
7 evidencia todas as etapas desde a escarificacdo das sementes até a aclimatacdo do explante

candidato.
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Figura 7 - Etapas do processo de transformacéo genética de S.viridis por Agrobacterium
tumefaciens.

& 4 C

Nota: (A) Separo das sementes; (B) escarificacdo; (C) distribuicdo em meio CIM; (D) inducéo de calos; (E) calo
embriogénico; (F) calos embriogénicos isolados; (G) calo embriogénico translicido; (H) calos embriogénicos
apos transformagdo; (1) formacgdo de parte aérea; (J) formacéo de parte aérea e raizes em meio de desenvolvimento;
(K) explante candidato a aclimatagéo; (L) evento aclimatado.

Fonte: MARTINS et al., (2018).

5.3 Extracéo de DNA e confirmacéo via PCR

Apdbs um periodo de 2 semanas de crescimento das plantas TO aclimatadas, procedeu-
se para a confirmacdo da integracdo do vetor de expressédo no genoma da planta, a partir de
extragdo de DNA, seguido de PCR (Polimerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da
Polimerase) utilizando primers especificos e eletroforese em gel de agarose. Para a extragdo do
DNA das plantas, utilizou-se um protocolo baseado no método CTAB (Brometo de
Cetilmetilaménio). As etapas do processo de extracdo de DNA sdo descritas a seguir. Iniciou-
se com a coleta dos tecidos vegetais, a partir do uso de tubos eppendorf de 2 mL, tesoura
esterilizada, e nitrogénio liquido em isopor. Apds higienizacdo da tesoura e das méos protegidas

por luvas com alcool 70%-100%, fez-se a coleta de cerca de 7 a 10 cm de folhas maduras,



42

verdes, imediatamente inseridas nos tubos eppendorf e no nitrogénio liquido. A etapa de
maceracdo do material foi realizada com auxilio de duas beads magnéticas por tubo eppendorf,
e equipamento disruptor de células Loccus L-Beader 6. Acrescentou-se ao tubo eppendorf
contendo o tecido vegetal macerado 700 uL. de CTAB comercial, e 1,4 uL de B-mercaptoetanol,
homogeneizou-se e colocou-se em termobloco modelo Ciencor Agimax a 65°C por 30 minutos
e homogeneiza¢fes manuais a cada 10 minutos. Apds, acrescentou-se 700 pL de solugdo
cloroférmio:alcool isoamilico 24:1, e misturou-se manualmente por 10 minutos. Procedeu-se
para a centrifugacdo a 3075 g por 10 minutos, remoc¢édo do sobrenadante para um novo tubo, e
repetiu-se o processo até nova centrifugacdo. A partir do novo sobrenadante, acrescentou-se 1
pL de RNase A (100 mg/L) para cada 100 pL de volume resgatado. Incubou-se no termobloco
a 37°C por 30 minutos. Adicionou-se 0,6 volume de isopropanol gelado, e centrifugou-se a
12298 g por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol 70%,
sequido de centrifugacdo a 12298 g por 3 minutos, por duas vezes. O pellet foi ressuspendido
com agua ultrapura previamente autoclavada. A concentracdo das amostras foi determinada a
partir de espectrofotdmetro do tipo BioDrop uLite+, utilizando-se 1 pL de amostra e a agua
ultrapura como branco. Ainda se realizou uma corrida de eletroforese em gel de agarose
somente para verificar a integridade das amostras de DNA, utilizando-se de 2 pL de amostra, 3
pL de agua ultrapura autoclavada e 2 pL de loading buffer.

Para a confirmacdo das plantas utilizou-se 0 DNA extraido e primers especificos em
reacOes de PCR. O kit de PCR da Sinapse Biotecnologia foi utilizado. Otimizou-se as
concentragdes sugeridas pelo fabricante para rea¢des individuais de 25 pL, como segue:

e Primers Foward 10 mM: 1 pL;

e Primer Reverse 10 mM: 1 pL;

e PCR Buffer/ Tampéo Tag: 2,5 pL;
e dNTP's: 0,5 uL;

e MgClz: 2 pL;

e Taq Polimerase: 0,25 pL;

e Template de DNA: 1-10 pL;

e Agua ultrapura autoclavada: Completar para 25 pL.
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O termocliclador modelo ProFlex da marca Applied Biosystems foi utilizado em
reacOes de 30 a 35 ciclos:

e Desnaturacdo (1x): 95°C por 5 minutos;

e Anelamento (30 a 35x): 94°C por 30 segundos, 55-68°C por 30 segundos e 72°C por 1

minuto;
e Extensédo (1x): 72°C por 10 minutos.

As sequéncias dos primers utilizados nas reacfes de PCR para confirmacdo de plantas
positivas estdo descritos na Tabela 5 do Anexo I. Utilizou-se primers para identificacdo da
sequéncia de resisténcia ao antibidtico Higromicina, denominado hptll; e para identificacdo da
sequéncia do promotor de Actina do gene de resisténcia a Higromicina, denominado pAct.
Também foi utilizado o par de primers denominado CAC para identificacdo de uma sequéncia
comum em S. viridis, para evidenciar integridade de amostras de DNA. A escolha do par de
primers a ser utilizado baseou-se na eficiéncia das reag6es de PCR. Para verificar os resultados
dos experimentos de PCR, utilizou-se eletroforese em gel de agarose, na concentracdo de 1%,
e também marcador de peso molecular e loading buffer da marca Sinapse Biotecnologia, em
corridas que variavam entre 30 minutos e 2 horas, a 120 volts usando uma cuba do tipo Mupid-
EXu da marca Advance. Os experimentos foram realizados no laboratério de Evolucao e

Diversidade, campus Sdo Bernardo do Campo da UFABC.

5.4 Avanco de geracdo para obtencéo de plantas homozigotas

Para obtencdo de plantas homozigotas, ou seja, aquelas que apresentam a presenca do
transgene inserido em ambos os alelos, utilizou-se da lei de Mendel para obtencéo de plantas
em segregacao 3:1, em um primeiro momento. Os experimentos foram realizados no laboratério
de Evolucéo e Diversidade, no campus Sao Bernardo do Campo da UFABC. Estas plantas eram
denominadas T1 — segunda geracdo. As sementes destas plantas, eram entdo denominadas de
T2 —terceira geragéo, e eram submetidas ao teste de homozigose. Para o avanco da geracgéo das
plantas, utilizou-se as sementes coletadas apos a senescéncia das plantas TO — primeira geracéo,
confirmadas por PCR. Selecionou-se 100 sementes maduras, que foram submetidas a quebra
de dorméncia utilizando 1 mL de acido sulfarico 100% por 15 minutos, e posterior lavagem de

5 a 7 vezes com agua destilada.
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Apo6s, em cadmara de fluxo laminar, submeteu-se as sementes a desinfestacao utilizando-
se 1 mL de Hipoclorito 10-12% e 20 pL de Tween 20 por 5 minutos com agita¢cdes manuais e
posterior lavagem com agua destilada autoclavada. Apos secagem em papel filtro, as transferiu-
se as sementes para placa de petri de vidro meia borda alta, contendo meio de cultura 2 MS
(Tabela 6 — Anexo I), suplementado com o antibi6tico de sele¢do de plantas Higromicina 60
mg/L. Também se acrescentou de 10 a 20 sementes WT para controle. As placas foram
incubadas em sala de cultura de tecidos a temperatura de 26 + 2°C, intensidade luminosa de

150 umol m%st e fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro.

Apo6s 10 a 15 dias de crescimento, avaliou-se 0 nimero de plantas com raizes e parte
aérea, observando o teste estatistico do qui-quadrado de Pearson para comparar proporcoes, ou
seja, possiveis divergéncias entre as frequéncias observadas e esperadas de um determinado
evento, e verificar se as plantas cumpriam a segregacédo do tipo 3:1. Para S. viridis espera-se
uma proporcao de 3 plantas tolerantes para 1 planta suscetivel, seguindo as regras segregacdo

mendeliana. Para o célculo observou-se a seguinte férmula de acordo com a Equacéo 1:

Equacdo 1 — Célculo do qui-quadrado

(Plantas observadas tolerantes — Plantas esperadas tolerantes)?

Plantas esperadas tolerantes
(Plantas observadas suscetiveis — Plantas esperadas suscetiveis)?

Plantas esperadas suscetiveis

A partir do numero total de sementes definiu-se os valores de plantas esperadas
tolerantes e suscetiveis; e a partir do nimero total de sementes que germinaram, sendo
tolerantes ou suscetiveis, definiu-se os valores correspondentes. Para avaliar o resultado do
teste, utilizou-se um teste de hipGtese, utilizando-se um valor de x? tabelado em uma tabela de
distribuicdo t de Student, fixando-se o nivel de significancia em 5% ou p = 0,05 e um grau de
liberdade de 1.

Plantas que apresentaram segregacdo 3:1 foram transferidas para substrato:vermiculita
(3:1) contendo NPK, e colocadas em casa de vegetacdo para crescimento. Tais plantas foram
denominadas T1 e também passaram pelo processo de confirmacéo por PCR utilizando primers
especificos. Apos a confirmagéo, aguardou-se a senescéncia para coleta das sementes e avango

para a geracdo T2, e ainda para verificar qual ou quais plantas eram homozigotas.
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Para verificar a homozigose das plantas, procedeu-se para quebra de dorméncia,
desinfestacéo e crescimento em placa %2 MS contendo Higromicina 60 mg/L, da mesma forma
descrita anteriormente. Neste caso, apds 10 a 15 dias de crescimento, observou-se placas onde
0 crescimento das plantas atingisse valores proximos a 100% para ser considerada uma planta
homozigota. Assim, as plantas também foram transferidas para copos plasticos contendo
substrato:vermiculita (3:1) e NPK, e colocadas para crescimento em casa de vegetagao.

5.5 Extracdo e tratamento de RNA, sintese de cDNA e PCR

gquantitativa em tempo real

Uma vez que as plantas homozigotas foram confirmadas, procedeu-se para a avaliagdo
do nivel de expressdo dos genes presentes no vetor de expressao, para verificar se realmente
havia superexpressdo de SmTAT e SYHPPR nas plantas transgénicas em compara¢do com as
plantas selvagens. Para isto, primeiramente realizou-se a extracdo de RNA das plantas,
seguindo protocolo do kit RNAzol® RT da Sigma. A coleta do tecido vegetal e preparagio do
tecido foram realizadas da mesma forma que descrito anteriormente para DNA. Uma vez com
o tecido macerado, adicionou-se 1 mL de RNAzol e homogeneizou-se em vartex. Centrifugou-
se a 12.000 g por 5 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo e adicionou-se
400 pL de agua ultrapura autoclavada, homogeneizou-se por 15 segundos e manteve-se em
temperatura ambiente por 15 minutos. Centrifugou-se a mistura a 12.000 g por 15 minutos e

transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo.

Adicionou-se 0 mesmo volume de isopropanol 100% e manteve-se na bancada por 10
minutos. Centrifugou-se a 12.000 g por 10 minutos, descartou-se o sobrenadante, e procedeu-
se para a lavagem do pellet com 500 uL de etanol 75% por duas vezes. Centrifugou-se
novamente, a 6.000 g por 3 minutos. Ressuspendeu-se o pellet em agua ultrapura autoclavada
e fez-se uso do vortex para homogeneizacao. Para quantificacdo das amostras utilizou-se do
mesmo equipamento descrito anteriormente para DNA, porém com as especificacdes corretas
para amostras de RNA. Também se realizou uma corrida de eletroforese em gel de agarose para
verificar a integridade das amostras, da mesma forma que para DNA. Procedeu-se entdo para o
tratamento das amostras de RNA utilizando-se do kit RQ1 RNase-Free DNase, Promega.
Segundo as instrugcdes do fabricante, preparou-se um mix de DNase e DNase Buffer 1:1 e
adicionou-se 2 uL em cada tubo. A quantidade amostra a ser adicionada foi calculada a partir

das quantificagdes das amostras de RNA. E adicionou-se ainda agua ultrapura autoclavada para
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completar a reacdo de 8 pL. No termocliclador, foi programado um ciclo de ciclo de 30 minutos
a 37°C, seguido de 5 minutos a 4°C e ap6s, 10 minutos a 65°C. Durante o ciclo de 5 minutos,
abriu-se o termocliclador e acrescentou-se 1 pL de stop solution em cada um dos tubos. Para a
sintese de cDNA utilizou-se o kit Revert Aid First Strand cDNA Synthesis da ThermoScientific.
De acordo com o protocolo, foram realizados os calculos para que a reagdo ocorresse com 1 ng
de amostra de RNA tratado. Adicionou-se a quantidade necessaria de amostra, e completou-se
com agua ultrapura autoclavada para uma reagdo final de 12 uL. Preparou-se um mix contendo

0S seguintes componentes:
e 5x Reaction Buffer: 4 pL;
e RiboLock RNase Inhibitor: 1 pL;
e 10 mM dNTP Mix: 2 uL;
e RevertAid M-MuLV RT: 1 pL.

Totalizando 20 pL, os tubos foram colocados em termocliclador a 42°C por 60 minutos,

e apds a 70°C por 5 minutos. O cDNA sintetizado foi armazenado em freezer -80°C.

Para a reacdo de PCR quantitativa em tempo real, utilizou-se o kit Platinum® SYBR®
Green gPCR SuperMix-UDG with ROX (5 puL de SYBR; 0,2 pL para cada primer em
concentragdo 10 mM; 3,6 uL de agua ultrapura autoclavada; ¢ 1 uL. de template em uma diluicéo
1:10). Utilizou-se o equipamento da Applied Biosystems, que faz uso do software StepOne 2.3
para geracao das curvas e dados de ct. As sequéncias dos primers utilizados nos experimentos
de gPCR estdo descritos na Tabela 7 do Anexo I. O ciclo de reacédo foi programado para 50°C
por 2 minutos; 95°C por 2 minutos; e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, seguidos de 60°C por
30 segundos. Os calculos para determinagdo do AACT foram realizados de acordo com a

férmula proposta por Schmittgen; Livak (2008), mostrada abaixo como Equacéo 2:

Equacéo 2 — Calculo da expressao génica pelo AACt

2744Ct = [(Ct do gene de interesse — Ct do controle interno) Amostra A
— (Ct do gene de interesse — Ct do controle interno) Amostra B]

Onde a Amostra A sdo os valores de Ct das amostras tratadas, ou seja, das plantas
transgénicas; e a Amostra B sdo os valores de Ct das amostras ndo tratadas, das plantas

selvagens. Utilizou-se dois pares de primers normalizadores, sendo CAC e SUI, e os célculos
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foram realizados com o par de primers com melhores valores de Ct. Também foi realizado da
mesma forma para os genes de interesse, utilizando-se dois pares de primers para SmTAT e dois
para SYHPPR, utilizando-se o de melhor eficiéncia para os calculos de expressdo génica. Os
experimentos foram realizados no laboratério de Evolucdo e Diversidade, campus Sao
Bernardo do Campo da UFABC.

5.6 Coleta do tecido vegetal para analises bioquimicas e parametros

biomassa e inflorescéncias

Todos as linhagens obtidas, além de plantas selvagens, foram colocadas para
crescimento em casa de vegetacdo, utilizando-se de cerca de 50 sementes maduras para cada
linhagem, divididas em 10 copos, escarificadas e higienizadas com uso de hipoclorito de sodio
2%, colocadas diretamente no solo. Apds 10 dias de crescimento, iniciou-se a etapa de
confirmacdo via PCR, individualmente. A confirmacdo foi necessaria pois nem todas as
linhagens estavam na geracdo T2, de plantas homozigotas. A partir do resultado das PCR’s foi
possivel dividir cada uma das linhagens em pools, contemplando todas as plantas positivas. Em
geral, dividiu-se cada linhagem em 3 pools, sendo pools A, B, e C, paraum total de 1 a 5 plantas
representando cada pool, dependendo do nimero de plantas positivas. A analise de expressao
génica foi realizada posteriormente, a partir dos pools de cada linhagem, para prosseguir para
0s demais experimentos somente com plantas positivas, e com expressdo dos genes SmTAT
e/ou SYHPPR. Importante ressaltar que nem todas as plantas avaliadas estavam na geracéo de
plantas consideradas homozigotas, por conta do tempo para avanco das plantas. Sendo assim,
para E430, procedeu-se com o0s eventos 1, 2 e 3 na geracdo T2, homozigotas; e as demais em

geracdo T1; para E432, utilizou-se o evento 1 em geracdo T2, e as demais em geracdo T1.

Para realizacdo das analises bioquimicas de composicdo de parede celular, hidrdlise
enzimatica, e tioaciddlise, utilizou-se o tecido das plantas seco e macerado. Apds 30-35 dias de
crescimento, na fase pré-booting, ap6s o crescimento vegetativo e antes da fase reprodutiva,
procedeu-se para a coleta do material, separando-se folhas e colmos. Coletou-se uma por¢éo do
material para secagem em estufa, e outra porcdo foi prontamente congelada em nitrogénio
liqguido para serem posteriormente macerados também em nitrogénio para analises de
metaboldmica, e avaliacdo de AR por HPLC. O material para secagem foi acondicionado em

sacos de papel, e colocado em estufa para secagem, por um periodo de 7 dias, a 45°C. Apos a
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secagem, procedeu-se para a maceracdo dos tecidos com auxilio de moinho de bolas modelo
Retsch MM 400.

Para quantificacdo da biomassa seca e nimero de inflorescéncias, procedeu-se para um
novo crescimento de plantas. Ponderando-se os resultados das PCR’s e qPCR’s realizadas
anteriormente. Para sementes em geracao T1, considerou-se como plantas homozigotas aquelas
que apresentaram mais de 90% de plantas positivas por PCR; e sementes de geracdo T2 foram
consideradas homozigotas, pois ja haviam sido avaliadas via PCR anteriormente na etapa de
avanco de geragdo. Na avaliagdo da biomassa, primeiramente procedeu-se com a pesagem do
material total logo ap6s coleta, incluindo inflorescéncias e sementes. Apds, este mesmo material
foi acondicionado em sacos de papel, e deixado para secar em estufa a 45°C por um periodo de
7 dias. Pesou-se novamente, e a diferenca do peso inicial para o peso final foi considerado como

biomassa seca total.

Os experimentos de crescimento e coleta foram realizados no laboratério de Evolugédo
e Diversidade, campus Séo Bernardo do Campo da UFABC e a etapa de maceracao foi realizada
no LCCEM - Laboratorio de Cristalografia e Caracterizacdo Estrutural de Materiais, campus
Santo André da UFABC.

5.7 Preparo da parede celular (CWR)

O primeiro passo para dar inicio as analises de parede celular e também de hidrélise
enzimatica € a realizacdo do protocolo de preparo da parede celular, descrito como cell wall
residue (CWR). O protocolo utilizado foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa em Bioenergia
e Bioaromaticos do Instituto de Biotecnologia do Flandres (VIB), na Bélgica. Inicia-se com a
pesagem das amostras utilizando-se de balanca analitica e tubos eppendorf 2 mL. Pesou-se 60
+ 0,5 mg de material seco macerado (particulas de 250 a 500 pm), assim como o tubo eppendorf
vazio. Incluiu-se 3 tubos como branco para calculo da biomassa residual. Adicionou-se 1 mL
de &gua ultrapura, homogeneizou-se em vorteX, e incubou-se em termobloco a 98°C por 30
minutos e 750 rpm. Centrifugou-se por 5 minutos a 14.000 g e 600 uL sobrenadante foram
removidos. Adicionou-se 1 mL de etanol puro, homogeneizou-se em vortex e incubou-se em
termobloco a 76°C por 30 minutos a 750 rpm. Centrifugou-se por 5 minutos a 14.000 g e
removeu-se 1 mL do sobrenadante. Adicionou-se 1 mL de cloroférmio, homogeneizou-se em
vortex e incubou-se em termobloco a 59°C por 30 minutos a 750 rpm. Centrifugou-se por 5

minutos a 14.000 g e removeu-se todo o sobrenadante. Adicionou-se 1 mL de acetona,
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homogeneizou-se em vartex e incubou-se em termobloco a 54°C por 30 minutos a 750 rpm.
Centrifugou-se por 5 minutos a 14.000 g e removeu-se totalmente o sobrenadante. O pellet
entdo foi seco em speedvac modelo RCV 2-18 CD Plus, marca CHRIST, por 4 horas a 40°C.
Os experimentos foram realizados no laboratorio de Evolugdo e Diversidade, campus Séo
Bernardo do Campo da UFABC.

5.8 Lignina pelo método de Brometo de Acetila

O teor de lignina das folhas e colmos das plantas transgénicas foi determinado a partir
do método do brometo de acetila, um método muito bem estabelecido na literatura. Os
experimentos foram realizados no laboratério de Evolucdo e Diversidade, campus Séao
Bernardo do Campo da UFABC. O protocolo utilizado foi descrito por Moreira-Vilar et al.,
(2014). Pesou-se 4 + 0,15 mg de CWR em tubos eppendorf de 2 mL. Foram incluidos 3 tubos
para representarem os brancos do experimento. Acrescentou-se 200 pL de solugdo brometo de
acetila 25% em acido acético glacial recém preparada e aqueceu-se em termobloco a 70°C por
30 minutos sem agitacdo. Aos 20 minutos, homogeneizou-se levemente os tubos. Ao fim do
tempo, adicionou-se 360 pL de hidréxido de sodio 2M e resfriou-se 0s tubos em gelo.
Adicionou-se 65 pL de cloridrato de hidroxilamina 0.5 M. Adicionou-se ap6s 1.175 mL de
acido aceético glacial e homogeneizou-se. Centrifugou-se por 5 minutos a 14.000 g. Para a
leitura, utilizou-se 20 uL de amostra e 180 uL de acido acético glacial em placa especifica para
leitura em UV, em absorbancia de 280 nm. Para o célculo do teor de lignina nas amostras

utilizou-se a Equacéo 3.

Equacdo 3 — Calculo do contetdo de lignina método brometo de acetila

Absorbancia X fator de diluigio

Volume final da reagdo x 100
Biomassa inicial (mg CWR)

Lignina (%CWR) =

(Coeficiente de extingdo X comprimento da placa) X

Onde:

e Absorbancia: é dada pela leitura do equipamento;

e Fator de diluicdo: 10 (para uma diluigcdo 20 pL. de amostra e 180 puL de acido acético);

e Coeficiente de extin¢do: 18,955, valor para gramineas de acordo com Fukushima;
Hatfield (2004);
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e Caminho 6ptico: 0,5556 cm de acordo com o fabricante;
e Volume final de reacdo: 1,8 mL;

e Biomassa inicial: £ 4 mg

5.9 Lignina pelo método CASA

O método de quantificacdo de lignina denominado CASA vem do inglés Cysteine-
Assisted Sulphuric Acid, e consiste em uma quantificacdo rapida de forma indireta, baseada em
uma hidrdlise com &cido sulfarico e cisteina, dissolvendo todo o material, incluindo a lignina,
em um mecanismo de reagdo ainda ndo elucidado. Os experimentos foram realizados no
laboratdrio de Evolucdo e Diversidade, campus Sdo Bernardo do Campo da UFABC. O método
é descrito por Lu et al., (2021). Para este método, utilizou-se de 10 mg (£0,15) de CWR, uma
solugdo fresca de 0,1 g/mL de cisteina em &acido sulfdrico 72%, 4gua ultrapura, frascos de 100
mL, termobloco e espectrofotdmetro UV-VIS 96 pocos. O primeiro passo € a pesagem da
amostra, anotando-se o peso do tubo vazio, e 0 peso de CWR, em tubos de 2 mL. Apds,
adicionou-se 1 mL da solucdo de cisteina diluida em &cido sulfurico, homogeneizou-se em
vortex, e incubou-se em termobloco por 1h, a 30°C, em agitacdo de 1.000 rpm. Ap0s resfriar
para temperatura ambiente, transferiu-se todo o material da rea¢éo para um frasco volumétrico
de 100 mL, lavando-se os tubos da reacdo com &gua ultrapura por 5 vezes, e também
transferindo-se a 4gua da lavagem para os frascos. Completou-se com agua de forma precisa
até 100 mL. Transferiu-se 200 uL para um pogo de placa para leitura em 283 nm em
espectrofotdbmetro UV-VIS, considerando-se triplicata para cada amostra. Para o célculo do

conteudo de celulose utilizou-se a lei de Lambert-Beer, como é mostrado na Equacéo 4:

Equacdo 4 — Célculo do contetido de lignina método CASA

Abs XV
CASA Lignina (%CWR) = ——— x 100
e XmXL

Onde:

e Abs: Média absoluta geral das absorbancias de uma amostra;

e V:Volume total de diluicdo em litros (L);



51

e & Coeficiente de absor¢io da lignina em ultravioleta. Utilizou-se 11,23 L.gl.cm™
conforme autores do método indicam para materiais lignocelulosicos de
monocotiledoneas;

e m: massa inicial da amostra (g);

e L: caminho Gtico (cm). Para um tamanho normal de placa foi utilizado o coeficiente de
0,5556 cm.

5.10 Tioacidolise

A composicao da lignina é bastante importante para evidenciar se houveram alteragdes
nos teores dos mondmeros G, S, ou H, e tricina das plantas transgénicas, a partir da modificacdo
genética. Para isto, utilizou-se o método de Tioaciddlise, adaptado do protocolo descrito por
Chen et al., (2021). Para este protocolo utiliza-se o0 material de CWR preparado como descrito
anteriormente na secdo 5.7. A partir do CWR, 2 mg de material seco e macerado foram
acuradamente pesadas e colocadas em um vial de vidro. Adicionou-se 1 mL do reagente de
Tioacidolise (16 mL de 1,4-Dioxano; 1,04 mL de Eterato de Boro; 4 mL de Etanetiol; 0,240
mL de 4,4’-Etilenobisfenol; e completou-se para 40 mL com 1,4-Dioxano). As amostras foram
colocadas em banho maria a 99°C por um periodo de 4 horas, com agitacdes em vortex de hora
em hora. Apos, as amostras foram deixadas para resfriar até atingirem temperatura ambiente.
Separou-se entdo a solucdo em duas partes: uma para analise de lignina por CG-MS e outra

para analise de tricina por HPLC-MS.

Para a andlise de lignina por cromatografia gasosa (CG-MS), adicionou-se, em um novo
vial de vidro, 400 pL da reacdo anterior e misturou-se com 190 pL de bicarbonato de sddio
(NaHCO3) na concentracdo 0,4 Molar. Misturou-se a solugdo por pipetagem. Para secagem, 0s
vials de vidro foram colocados em speedvac a temperatura ambiente, 700 rpm, durante toda a
noite. Apos, foi necessario realizar a derivatizagdo das amostras. Para tal, adicionou-se 100 pL
do reagente de derivatizagio (mix de 1:1 de Piridina e BSTFA (N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) +1% de TMCS (trimetilclorosilano)). Fechou-se os vials e
homogeneizou-se a partir de vortex por 10 segundos. Os vials foram entdo colocados em banho
maria a 55°C por 30 minutos. Apds, homogeneizou-se novamente no vortex, e foram deixados
na banca para resfriar até atingir temperatura ambiente. Transferiu-se entdo 100 pL para um

novo vial com inserto para ser injetado no CG-MS.
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A injecdo das amostras foi realizada em sistema com equipamento CG-MS do tipo
Agilent Technologies 7890A e um detector de massas seletivo do tipo MSD 5975C para anélise
dos mondmeros de lignina. Hélio foi utilizado como géas carreador em um fluxo de 1.0 mL/min.
Uma coluna do tipo HP-5MS (30 m x 0.250 mm, 0.25-micro) foi utilizada para separacdo dos
mondmeros. O volume de injecdo foi mantido em 2 pL utilizando um injetor automatico. A
temperatura de entrada do CG foi configurada para 230°C. Realizou-se oito lavagens utilizando
cloroférmio em meio a injecdo das amostras. A temperatura inicial do forno foi de 100°C por
2 minutos, com uma rampa de 25°C/min até 300°C, e mantido por 3 minutos. A linha de
transferéncia do detector de massas seletivo (MSD) foi mantido a 250°C, e a voltagem para o
impacto de ionizag&o de elétrons foi mantido em 70 eV. O escaneamento do detector de massas
variou entre 50 a 500 m/z com um delay dBo solvente de 6 minutos e meio. Para a quantificacdo
dos mondmeros de lignina, utilizou-se os seguintes valores de tempo de retencdo, como
referéncia para cada mondmero: T.R 9.85 para o padrdo interno de 4,4’-etilenobisfenol; T.R
11.33 para derivados do monémero hidroxifenil (H); T.R 11.78 para derivados do mondmero
guaiacil (G); T.R 11.22 para derivados do monoémero siringil (S). Os calculos de quantificacdo
foram realizados utilizando-se primeiramente a normalizacdo dos valores de &rea para
microgramas por miligramas de CWR, considerando-se 0,048 ug do padrdo interno em 1 mL
de amostra injetado no equipamento. A partir dos valores normalizados, o calculo foi realizado
a partir dos valores das areas, considerando a biomassa inicial de CWR em miligramas.

Para a analise de tricina por cromatografia liquida (HPLC-MS), adicionou-se em um
tubo eppendorf de 1,5 mL 400 pL da reacdo anterior e misturou-se com 190 pL de bicarbonato
de soddio (NaHCO3) na concentracdo 0,4 Molar. Para secagem os tubos eppendorf foram
colocados em termobloco a 28°C, agita¢do 750 rpm também durante toda a noite para secagem
completa. Ap6s secagem, adicionou-se 100 pL de uma solugdo metanol:dimetilsulfoxido
(DMSO) 1:1, homogeneizou-se em vartex, e as amostras foram colocadas em banho maria a
55°C por 15 minutos e agitacdo 700 rpm. Apds, homogeneizou-se hovamente em vartex, por
10 segundos, centrifugou-se em velocidade méaxima por 10 minutos e transferiu-se o

sobrenadante para vial contendo inserto.

O equipamento utilizado para analise de LC-MS foi do tipo Agilent HPLC 1290 Infinity
II, com um sistema contendo um injetor G729B, uma bomba G7104A, um termostato
multicoluna G7116B, e um diodo detector G7117A. Uma coluna do tipo Agilent Zorbax Eclipse
Plus C18 (2.1 x 50 mm, 1.8-micro) foi utilizada para separacéo dos compostos. A fase mével

do HPLC foi composta por uma solu¢do de agua com 0,1% de &cido formico (v/v) como
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solvente A, e uma solucdo de acetonitrila com 0,1% de &cido férmico (v/v) como solvente B.
O termostato da coluna foi mantido em 30°C com um fluxo de solvente de 0,45 mL/min. O
gradiente de eluicao foi de 6% de B por 3 minutos; de 6% a 95% de B em 5 minutos; mantido
em 95% de B por 2 minutos, e ap6s, de 95% para 6% de B em 1 minuto e mantido em 6% de
B por 2 minutos. O tempo total de corrida foi de 13 minutos por amostra. Para identificagéo,
foi utilizado um espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo modelo Agilent 6460C,
configurado para o escaneamento e quantificacéo de tricina. Gas de nitrogénio foi usado em um
fluxo de 11 L/min a 350°C. A temperatura do gas de capilaridade foi configurada para 300°C,
a um fluxo de 10 L/min, e presséo 45 psi. A voltagem da ionizag&o por eletrospray foi mantida
em 3,500 v no modo de ionizagdo positiva e 3.500 v no modo de ionizagdo negativa. A voltagem
do fragmentador foi mantida em 135 v. Um padrdo de tricina de concentracdo 0,04 mg/mL foi
utilizado, e os calculos feitos a partir da sua curva padrdo, observando-se os valores de Mau no
comprimento de onda em 352nm, e tempo de retengdo 16,67 min, que s&o 0s respectivos tempos
de retencéo e comprimento de onda do padréo de tricina.

As etapas de extracdo foram realizadas no laboratorio de Evolucdo e Diversidade,
campus Sdo Bernardo do Campo da UFABC. As demais etapas dos protocolos, como a
utilizagdo do CG-MS e do HPLC-MS foram realizadas no Departamento de Boténica - IB/USP,

em Sdo Paulo.

5.11 (Hemi)Celulose

Para determinacdo do conteudo de hemicelulose e celulose, utilizou-se o protocolo
descrito por Foster; Martin; Pauly (2010). Os experimentos foram realizados no laboratério de
Evolucdo e Diversidade, campus Sdo Bernardo do Campo da UFABC. Iniciou-se com a
remoc&o da celulose por meio do reagente TFA — Acido trifluoroacético 2 M: 30,95 mL de TFA
e 169,05 mL de &gua ultrapura autoclavada. Primeiramente, pesou-se tubos vazios de 2 mL e
10 + 0,15 mg de CWR previamente preparado, e incluiu-se 3 tubos vazios para o branco do
experimento. Na capela, adicionou-se 1 mL de TFA 2 M, e incubou-se em termobloco a 99°C
por 2 horas e 750 rpm. Centrifugou-se a 18.000 g por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante
e procedeu-se para a lavagem do material primeiramente com agua ultrapura autoclavada, por
duas vezes, e apds, com acetona, também por duas vezes, fazendo-se uso de vortex, e
centrifugacdo a 18.000 g por 10 minutos. Apos a lavagem, secou-se o pellet em speedvac

overnight a 40°C e pesou-se novamente os tubos para calculo do contetdo de hemicelulose,
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utilizando-se da biomassa inicial e biomassa final. Para determinac&o do contetdo de celulose,
utilizou-se o reagente Updegraff (&4cido acético:&cido nitrico:agua; 8:1:2 v/v). Inicialmente,
incluiu-se tubos vazios para o banco e adicionou-se 1 mL do reagente ao pellet obtido na etapa
de hemicelulose. Procedeu-se para o vortex e as amostras foram colocadas em termobloco,
dentro da capela, a 99°C por 30 minutos, sem agitacdo. Somente a celulose cristalina permanece
insolivel no pellet apds esta etapa. Ap0s, resfriou-se as amostras em gelo até atingirem
temperatura ambiente. Centrifugou-se a 18.000 g por 15 minutos e descartou-se 900 uL de
sobrenadante. Adicionou-se 1 mL de &gua, centrifugou-se a 18.000 g por 15 minutos e
descartou-se 1 pL do sobrenadante. Realizou-se trés lavagens com acetona pura, seguidas de
centrifugagéo a 18.000 g por 15 minutos e remocdo do sobrenadante. Levou-se entéo os tubos

para o speedvac por 30 minutos a 40°C.

A préoxima etapa se trata da hidrélise de Saeman, onde adicionou-se 350 pL de &cido
sulfarico 72% ao pellet e incubou-se a temperatura ambiente por 30 minutos, sem agitacdo.
Procedeu-se para a homogeneizagdo em vortex e os tubos foram deixados para mais 15 minutos
de incubacdo. Adicionou-se entdo 1,65 mL de agua ultrapura autoclavada, homogeneizou-se
em vortex e centrifugou-se a 18.000 g por 10 minutos. Coletou-se 700 pL do sobrenadante em
novos tubos e procedeu-se para a quantificagdo de celulose a partir do método da Antrona,

recém preparada (2 mg de Antrona por 1 mL de &cido sulfdrico).

Para a leitura, utilizou-se da reagéo em tubos, onde adicionou-se 20 pL de sobrenadante
e 480 pL de &gua ultrapura autoclavada. Colocou-se os tubos no gelo e apés, adicionou-se 1
mL de Antrona recém preparada. Homogeneizou-se em vdrtex e incubou-se em termobloco por
30 minutos a 80°C. Transferiu-se 200 pL da reacdo para placa de leitura de 96 pocos e a
absorbéncia foi lida em 625 nm. O célculo de glicose foi realizado a partir de uma curva padréo
previamente estabelecida utilizando-se de dilui¢cOes seriadas de glicose.

5.12 Pré-tratamento de biomassa e sacarificacio

Para o pré-tratamento de biomassa, utilizou-se o protocolo descrito por Acker et al.,
(2016), utilizando o pré-tratamento alcalino com hidréxido de sédio (NaOH) 50 mM. Os
experimentos foram realizados no laboratério de Evolugdo e Diversidade, campus Séo
Bernardo do Campo da UFABC. Pesou-se tubos de 2 mL vazios e 10 £ 0,5 mg de biomassa
seca, e adicionou-se 1 mL da de NaOH 50 mM. Incubou-se em termobloco a 90°C por 3 horas

e agitacdo de 750 rpm. Resfriou-se os tubos em gelo por 5 minutos, e centrifugou-se a 35541 g
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por 5 minutos. Removeu-se o sobrenadante e o pellet foi lavado duas utilizando-se &gua
ultrapura autoclavada, seguido de vortex e centrifugacdo a 35541 g por 5 minutos. Apos a
remocao do sobrenadante, adicionou-se 1 mL de etanol puro e incubou-se em termobloco a
80°C por 30 minutos e agitacdo de 750 rpm. Centrifugou-se a 35541 g por 5 minutos e removeu-
se 0 sobrenadante. Adicionou-se novamente etanol puro e procedeu-se para uma nova lavagem.
Duas etapas de lavagem com etanol foram realizadas. Ap6s a remogdo do etanol, procedeu-se
para uma nova lavagem com acetona, adicionando-se 1 mL de acetona pura e incubacdo em
termobloco a 54°C por 30 minutos e agitacdo de 750 rpm. Apds centrifugacdo e remocao do
sobrenadante, o pellet foi colocado em speedvac por um periodo de 4 horas a 40°C. Os tubos
foram entdo pesados apds o pré-tratamento para o calculo de recuperacdo de biomassa. Para
amostras sem pré-tratamento, realizou-se somente a etapa de lavagem, como descrita

anteriormente, a partir de lavagens com etanol e acetona.

Para a sacarificacdo utilizou-se o protocolo descrito por Oliveira et al., (2020)
utilizando-se amostras provenientes do protocolo de pré-tratamento de biomassa.
Primeiramente, pesou-se 10 mg + 0,15 mg de material em tubos 2 mL. Preparou-se o tampao
acetato 50 mM pH 4.8 e 0,02% (v/v) de azida de sddio. Adicionou-se 950 uL de tampé&o acetato
50 mM nas amostras com e sem pré-tratamento, e incubou-se em termobloco a 50°C e agitacéo
de 750 rpm. Apds cinco minutos, adicionou-se 50 pL do coquetel enzimatico de celulase Cellic
CTec2, marca Novozymes, em uma diluicdo de 100x em tampdo acetato, com atividade
previamente determinada. Em diversos pontos, determinados tendo em vista o objetivo de cada
experimento, foram realizadas as leituras. Apds colocar os tubos no gelo, recolheu-se 20 pL de
sobrenadante em uma placa plastica de PCR 96 pocos, contendo 30 pL de agua ultrapura
autoclavada. Adicionou-se ap6s 50 pL de DNS (Acido 3,5-dinitrosalicilico) previamente
preparado, e incubou-se em termocliclador por 5 minutos a 99°C. Apoés resfriamento até a
temperatura ambiente, adicionou-se 100 pL de &gua ultrapura autoclavada na placa de PCR, e
ainda outros 100 pL de &gua ultrapura autoclavada na placa de leitura. Retirou-se 100 uL da
mistura da placa de PCR e adicionou-se a d&gua da placa de leitura, totalizando 200 pL. A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 525 nm, e a concentracao de

acucares foi medida a partir de uma curva de glicose previamente estabelecida.

Para alguns casos, também se utilizou de outros métodos para a quantificagdo de agucar,
com a finalidade de confirmar o resultado obtido a partir do DNS. O metodo de DNS é
interessante na quantificacdo de agucares redutores, e um outro metodo para quantificacao de

acucares totais, como o método Glicose Liquiform, pode ser interessante na confirmagdo do
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resultado da sacarificacdo. Primeiramente, preparou-se uma curva padrdo com uma solucéo de
glicose variando de 0,25 mg/mL até 1,0 mg/mL. Para quantificacdo das amostras utilizou-se o
sobrenadante das amostras de sacarificacdo apds 24 horas de reacdo, e a equacdo da reta da
curva gerada. Centrifugou-se as amostras por 10 minutos, temperatura ambiente em velocidade
méaxima. Conforme indicado no protocolo de utiliza¢do, adicionou-se 1 mL do Reagente 1, que
é um coquetel enzimatico, a 0,01 mL do sobrenadante das amostras de sacarificagdo. Misturou-
se vigorosamente com auxilio de vortex, e as amostras foram entdo incubadas a 37°C em banho-
seco (termobloco) por 10 minutos. Apds, procedeu-se para a leitura em espectrofotdmetro de

cubeta no comprimento de onda de 505 nm.

Além disso, o método do reagente de Benedict descrito por Hernandéz-Lopes et al.
(2020) também foi utilizado para confirmacao dos resultados da sacarificacdo, na quantificacéo
de agUcares redutores totais. Preparou-se uma curva padrdo de glicose variando de 0,25 mg/mL
até 1,0 mg/mL. Para o reagente de Benedict, utilizou-se citrato de sodio, carbonato de sodio e
sulfato de cobre. A reacdo foi composta por 100 UL de reagente para 50 pL de sobrenadante de
sacarificacdo, em placa de PCR. Utilizou-se de termocliclador a 99°C por 5 minutos. Apds o
resfriamento da placa, transferiu-se 100 pL para uma placa de leitura em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 740 nm, os resultados entdo foram obtidos a partir da equacdo da reta

da curva padréo de glicose.

5.13 Fendlicos Totais

Para a quantificacdo da presenca de fendlicos totais nas amostras de tecido vegetal das
plantas, utilizou-se o método descrito por Silveira et al.; (2018), em um documento da Embrapa,
de forma adaptada, para reduzir a quantidade de biomassa utilizada. O método é baseado em
uma reacdo de oxidacdo-reducdo em condicdes alcalinas, em que o ion fenolato é oxidado,
enquanto o reagente de Folin é reduzido. Para tal, primeiramente preparou-se uma solucdo de
metanol 50% (v/v), uma solucdo de acetona 70% (v/v), e foi realizada uma dilui¢do do reagente
de Folin Ciocalteau comercial em uma proporc¢édo 1:3, todos em agua ultrapura. Preparou-se
ainda uma solucdo de carbonato de sodio anidro p.a 20%, onde utilizou-se 20 g de carbonato
de sédio dissolvidos em 100 mL de agua ultrapura. Além disso, preparou-se uma solucao de
acido galico p.a, sendo 5 mg de acido galico monoidratado p.a dissolvidos em 100 mL de agua

ultrapura.
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Procedeu-se para o preparo da curva padrdo de &cido galico, a partir de diluicGes
seriadas para os pontos 0, 10, 20, 30, 40 e 50 pg de massa de acido gélico. Partiu-se entdo para
a reacdo, em triplicata, adicionando-se a cada tubo Falcon de 15 mL, 1 mL de reagente Folin
(1:3); 2 mL da solucéo de carbonato de sodio 20%; e 2 mL de agua ultrapura. Homogeneizou-
se em vortex e os tubos foram colocados em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente,
em local com baixa luminosidade. Para a leitura dos pontos, transferiu-se aliquotas de 200 puL
para uma placa de leitura em espectrofotémetro a 700 nm, utilizando como branco a solugéo
sem a presenca de acido galico (0,0 ug). Procedeu-se para a leitura, e obtengdo da curva com a
equacdo da reta que foi utilizada para quantificacdo dos fenolicos a partir da reacdo com acido
galico das amostras de tecidos vegetais.

Para a obtencdo do extrato utilizado na reacdo procedeu-se primeiramente com uma
extragdo metandlica, utilizando-se 100 mg de material, onde foi adicionado 400 pL de metanol
50%, que apds homogeneizacdo foram colocados em repouso no escuro por 1h em temperatura
ambiente. Apos, centrifugou-se em velocidade maxima por 15 minutos, filtrou-se e transferiu-
se para um novo tubo. Ao residuo de extracdo foram adicionados 400 uL de acetona 70%,
homogeneizou-se em vortex, e deixou-se em repouso por 1h em temperatura ambiente.
Centrifugou-se da mesma forma, filtrou-se e o filtrado foi combinado com o filtrado anterior.
Para reacdo utilizando as amostras dos extratos vegetais procedeu-se da mesma forma que para
a realizacdo da curva padrdo. O célculo foi realizado levando-se em conta a equacéo da reta, 0s
valores de absorbancia e o peso inicial das amostras em miligramas. Os experimentos foram
realizados no laboratério de Evolucdo e Diversidade, campus Sdo Bernardo do Campo da
UFABC.

5.14 Acido Rosmarinico por HPLC

Para verificar a presenca ou ndo de &cido rosmarinico nas plantas transgénicas e nas
plantas selvagens, procedeu-se para uma avaliacdo dos extratos vegetais a partir de HPLC. Para
a obtencdo dos extratos foram utilizadas de 100 a 150 mg de biomassa fresca de colmos,
mantidos a -80°C ap0ds a coleta. Apds pesar o material, adicionou-se 1 mL de uma solucgéo de
metanol 70%, homogeneizou-se em vortex por 2 minutos, e depois incubou-se as amostras em
termobloco a 40°C por 1h, com agitacdo suave a 300 rpm. Apos, centrifugou-se em velocidade

maxima por 10 minutos e removeu-se 1 mL do sobrenadante, que foi armazenado a -20°C.
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Para a leitura do extrato em HPLC UV-Vis, utilizou-se um equipamento da marca
AKTA Purifier 900, e uma coluna de fase reversa do tipo VYDAC C18 de dimensdes 250 mm
x 4,6 mm, 5 um. Utilizou-se um gradiente de tamp&o A (0,1% Acido Acético em agua ultrapura)
e tampéo B (Acetonitrila), sendo 0-10 min: 20-40% B; 10-20 min: 40-60% B; 20-25 min: 60-
20% B, em um fluxo de 1 mL/min e temperatura de 25°C. O volume de injecédo foi de 1 mL e
0 detector UV-Vis foi configurado para um comprimento de onda de 330 nm, sugerido na
literatura para deteccdo de AR (LIU et al., 2013). Os testes foram realizados no Laboratorio de

Bioquimica e Biologia Molecular do campus S&o Bernardo do Campo da UFABC.

Para a quantificacdo de AR utilizou-se uma curva da calibracéo a partir de um padrao
comercial de AR (Sigma Aldrich), nas dilui¢Bes de 0,5; 2; 10; 50 pug/mL. Usando a equacéo da
reta da curva de calibracéo, os valores de mAU (mil unidades de absorbancia) foram definidos
a partir da area correspondente do pico do padrdo de AR. Usando os tempos de retencdo da
area, fez-se o calculo da média de mAU, cujo valor foi utilizado na equacdo da reta e
normalizado a partir do peso inicial da amostra. Os resultados foram expressos entdo em mg/g

de biomassa inicial.

5.15 Metaboldmica

Para a avaliacdo do perfil de metabdlitos das linhagens transgénicas das duas
construgdes, todas as linhagens foram avaliadas, mas os resultados foram discutidos levando-
se em conta as linhagens com resultados mais significativos nos experimentos anteriores, como
lignina e sacarificacdo. Neste caso também se avaliou 0s colmos das plantas, a partir de uma
extracdo metandlica utilizando-se de tecido fresco, que foi mantido em -80°C ap0s a coleta. O
protocolo foi definido pelo grupo do Laboratério Nacional de Biorenovaveis (LNBR) do
CNPEM - Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, que também realizou 0s

experimentos.

Iniciou-se com a pesagem de tubos eppendorf 2 mL vazios, e de 50 a 200 mg de
biomassa fresca em cada tubo. Adicionou-se 1,5 mL da solugéo extratora de metanol 80% (v/v),
e agitou-se em vortex em velocidade méaxima por 15 minutos. Apdés a agitagéo, centrifugou-se
por 15 min a 20.000 g e 4°C, transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo, e centrifugou-se
novamente nas mesmas condi¢cdes. O sobrenadante foi transferido para um terceiro tubo

previamente pesado, e 0s tubos foram colocados em speedvac em temperatura ambiente até
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completa secagem do extrato. ApOs a secagem pesou-se novamente os tubos para registrar a
massa do extrato de cada amostra.

Na proxima etapa, procedeu-se para a extracdo em fase sélida utilizando cartuchos de
SPE Oasis (Waters). As amostras foram reconstituidas com uma solucéo de equilibrio/lavagem
composta por Metanol 5 % (v/v) e Acido Férmico 1 % (v/v). Condicionou-se os cartuchos
utilizando-se de 1 mL de metanol 100%, apds, adicionou-se 1 mL da solucdo de
equilibrio/lavagem, o procedimento foi repetido por 2 vezes. Partiu-se para o carregamento da
amostra, adicionando-se 1 mL do extrato na coluna SPE, mantendo-se a vazdo baixa em 1
mL/min e repetindo-se por 2 vezes. Procedeu-se para a lavagem do cartucho com 1 mL da
solucdo de equilibrio lavagem. Apos, na etapa de eluicdo, adicionou-se 1 mL de metanol 100%
com vazao baixa e coletou-se o material em um novo tubo. Procedeu-se para a secagem das
amostras com uso de speedvac em temperatura ambiente, e depois as amostras foram

congeladas e enviadas para andlise.

Para a analise dos metabdlitos utilizou-se de LC-MS/MS nos modos positivo e negativo.
A solubilizagdo das amostras foi feita em solucéo de acetonitrila 5%, adicionando-se o volume
necessario para obter a concentracdo de 1 mg/mL. As amostras foram agitadas em agitador
voértex por 10 minutos e centrifugadas por 10 minutos a 6720 g. O sobrenadante foi coletado e
filtrado em microfiltro de PTFE 0,22 uM. O cromatdgrafo utilizado foi do tipo Waters UPLC
ACQUITY Premier, com fase estacionaria: Waters ACQUITY UPLC HSS T3 100 mm x 2,1
mm, 1,8 pM; e Fase mdvel composta por A: &cido férmico 0,1 % v/v, B: acetonitrila + &cido
formico 0,1 % v/v. O gradiente utilizado foi de: 0-3 min: 95% A e 5%B; 15min: 50% A e 50%
B; 18-20 min: 100% B; 21-23 min: 95% A e 5% B. A vazao foi mantida em 0,280 mL/min, o
tempo de analise de 23 min para um volume de injecdo de 5 uL, temperatura do forno a 40 °C
e temperatura do amostrador a 6 °C.

O espectrometro de massas utilizado foi do tipo Waters Synapt XS, acoplado a
analisadores qToF (quadrupolo e tempo de voo) para um modo de ionizacdo por Eletrospray
em modo positivo e negativo. A faixa de varredura vairou de m/z 50 a 1200, em um volume do
capilar de 2,50 kV, voltagem de cone de 70 V, temperatura da fonte de 120°C, temperatura de
dessolvatacdo de 500°C, vaz&o de gas N2 do cone de 100 L/h, e do g&s N2 de dessolvatacéo de
1000 L/h, para uma pressao de gas do nebulizador de 5,5 bar e energia de colisdo com uma
rampa de 15 a 50 eV. O modo de aquisi¢édo dos dados foi 0 Data-Dependent Acquisition (DDA):

selecdo dos cinco ions mais intensos de cada espectro para fragmentacdo (MS/MS).
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Para o processamento de dados utilizou-se o software Waters Progenesis Ql, e adotou-
se como critério de selecdo de picos aqueles com intensidade maior ou igual a 1% do pico base
do espectro, utilizando a base de dados Waters METLIN MS/MS Library 2019. O parametro
utilizado foi a busca de moléculas contendo os elementos C, H, O, N, S, P, Na e K com
tolerancia de 10 ppm para ion precursor e fragmento. Para a anotacéo da possivel identificagdo
dos compostos utilizou-se os valores de m/z anotados na literatura no modo negativo de

compostos fenolicos e envolvidos na biossintese de lignina e AR.

5.16 Tratamento estatistico

Os gréaficos foram gerados a partir do software GraphPad Prism 8. As andlises
estatisticas foram realizadas dentro do software. Para as analises bioguimicas, foram utilizados
pools para cada um dos eventos avaliados, cada um deles representado por um nimero de
plantas de um mesmo evento. Utilizou-se o tratamento estatistico baseado em distribuicdo
Gaussiana em testes paramétricos, utilizando teste T ndo pareado, com correcdo de Welch e
intervalo de confianca de 95% (P < 0.05). Nos gréaficos, a ilustracdo da significancia é dada
como *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P <0.0001. Os valores de erro apresentados

se referem ao erro padrédo a partir da media (SEM).

6. Resultados

6.1 Similaridade dos genes da via de biossintese de AR em S. viridis

A presenca da maquinaria de biossintese de AR em S. viridis ainda ndo foi descrita na
literatura. Sendo assim, a incerteza sobre a presenca e a producdo de acido rosmarinico
enddgeno pela espécie permanecem. Para elucidar inicialmente esta questdo, foi realizada a
busca dos genes similares que compdem a via de AR em S. miltiorrhiza na espécie S. viridis.
Para a busca dos genes, utilizou-se a sequéncia de aminoacidos dos genes de referéncia
indicados na literatura. Como pode ser visto na Tabela 1 a seguir, grande parte da maquinaria
de biossintese de AR esta presente em S. viridis, variando-se os valores de identidade e e-value
para cada uma das enzimas chave da rota. Para o gene PAL (Phenylalanine ammonia-lyase) em
S. viridis obteve-se um retorno de 11 hits diferentes, todos com e-values de O, variando em

identidades de 68 a 76%. Para o0 gene C4H (Cinnamate-4-hydroxylase), a busca pela sequéncia
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de aminoéacidos resultou em 100 hits, sendo 3 deles com e-values de O e identidade de 64 a 86%.

Para 4CL (4-Coumarate:CoA ligase), a busca retornou 80 hits, sendo 6 com e-values de 0, com

identidade variando entre 60 e 67%. Ja para RAS (Rosmarinic acid synthase), a busca

evidenciou 100 hits, com o maior valor de identidade de 49% e e-value de 1.62e-142. Para TAT

(Tyrosine aminotransferase) a busca revelou 49 hits, sendo o resultado com maior identidade

de 66% e um e-value de 1.79e-23. Para HPPR (Hydroxyphenylpyruvate reductase), encontrou-

se 19 hits, sendo o gene utilizado neste trabalho o resultado com maior identidade, de 70%, e

um e-value de 4.88e-147. Para CYP98A (Cytochrome P450 hydroxylase family) houve o

retorno de 100 hits, mas somente um com e-value de 0, sendo este com identidade de 69%.

Tabela 1 — Enzimas chave na biossintese de Acido Rosmarinico.

Enzimas chave da

ID da proteina

ID mais similar em S.

Referéncia do

: Identidade Positivo! . o
biossintese de AR QU.IEI.RY e S+ | Hits | viridis 4.1 pelo BLAST ((y'o ) (S;/;;’ S | E-value | identificador
miltiorrhiza do gene inicial
PAL (Phenylalanine GenBank: Phytozome: Hou et al
ammonia-lyase) EF462460.1 11 Sevir.1G245232.1.p 6 85% 0 (();033? !
C4H (Cinnamate-4- GenBank: Phytozome: 0 Zhana et al
hydroxylase) ABC75596.1 100 Sevir.5G366500.1.p 86 93% 0 (2320) B
4CL (4-
. GenBank: Phytozome: 0 Zh tal
Coumarate:CoA AAP68991.1 80 Sevir.4G201300.1.p 67 83% 0 g e
ligase) (2020)
TAT (Tyrosine GenBank: Phytozome: o Xiao et al
aminotransferase) ABC60050.1 | 49 | Sevir.1G135300.1p 66 85% | 1.79e-23 201
RAS (Rosmarinic acid GenBank: Phytozome:
. 49 66% 1.62e- Zhang et al.,
synthase) ADA60182.1 100 Sevir.7G164100.1.p ° 142 (2020)
HPPR
GenBank: Phytozome: ;
(Hydroxyphenylpyruv 19 - 70 84% 4.88e- Xiao et al.,
ate reductase) AAZ67354.1 Sevir.5G009200.2.p 147 (2011)
CYP98A (Cytochrome . .
GenBank: Phytozome: 0 Zhang et al
P450 hydroxylase ADP00279.1 | 100 |  Sevir.3G199000.1.p 69 83% 0 geLals
family) (2020)

6.2 Transformacé&o genetica e caracterizacdo molecular

Fonte: elaboracdo propria (2025).

A Figura 8, abaixo, e a Tabela 9, no Anexo I, evidenciam as etapas de transformagéo,

descrevendo a quantidade de dias necessarios para cada uma das etapas, assim como todas as

rodadas de transformacdo realizadas, respectivamente. Ao todo, apds 43 transformacdes

realizadas,

foi

possivel

obter 8

eventos

transformados

da construcdo

E430




pZmUbi::Smtat::p35Sm::Svhppr; e
pIRX5::Smtat::pIRX1::Svhppr.

Figura 8 - Etapas do processo de transformacéo genética de S. viridis.
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Nota: (a) Inducéo de calos apds escarificacéo e higienizagdo de sementes; (b) regeneracéo na luz ap6s trocas de
meio com antibi6ticos de selecdo; (c) inducéo de raizes apds regeneracdo da parte aérea; (d) transferéncia do
explante para o solo e casa de vegetac&o.

Fonte: do autor (2024).

Para confirmacdo dos eventos TO gerados de ambas as construgdes, utilizou-se de uma

reacdo de PCR como descrito anteriormente, com o uso de primers pAct, cujo amplicon € de

481 pares de base. A Figura 9 demonstra que as plantas positivas para ambas as construcoes

amplificaram na altura correta de banda. Estas plantas foram denominadas TO, e aguardaram

até a senescéncia em casa de vegetagdo, para coleta de sementes e posterior avanco de geragéo.
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Figura 9 — Gel de eletroforese da reacdo de PCR com primers pAct dos eventos
transformados de E430 e E432.

a)

Nota: (a) Linhagens de E430; (b) Linhagens de E432. O branco utilizado refere-se ao mix de reacdo com agua
substituindo o template de DNA. O controle positivo refere-se a uma amostra de miniprep de cada construcao.

Fonte: do autor (2024).

Conforme descrito anteriormente, também se utilizou de PCR’s para determinar as
plantas positivas em geracdo T1, para a fenotipagem e avaliacdo da expressao génica. As plantas
avaliadas, os resultados das PCR’s € a divisdo dos pools sdo demonstrados nas Tabelas 10, 11,

12 e 13 no anexo I.

Para analisar a expressao génica e verificar 0 aumento da expressdao dos genes de
interesse da construcdo E430, foram realizados os protocolos de extragdo e tratamento de RNA,
sintese de cDNA e qPCR. Os resultados das etapas prévias a gPCR nao sdo apresentados devido
ao grande volume de amostras. O experimento avaliou a expressdo dos genes SYHPPR e SmTAT
em plantas transgénicas comparadas as selvagens. Os primers foram escolhidos com base na
literatura (Martins et al., 2016). A andlise considerou folhas, assumindo correlagdo com colmos,
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devido aos promotores constitutivos da construcdo E430 pZmUbi::Smtat::p35Sm::Svhppr. A

avaliacdo foi feita a partir dos pools de cada linhagem.

Os resultados do célculo para a expressdo génica dos eventos da construcdo E430, para
SVHPPR e SmTAT séo evidenciados na Figura 10. Séo resultados obtidos a partir do calculo
com o gene enddgeno CAC, utilizando a média dos valores. Como pode ser visto, todas as
linhagens avaliadas demonstraram algum grau de expressdao do gene SvHPPR, mas com
bastante variacdo entre as linhagens. Para o gene SmTAT, verificou-se um comportamento
similar, mas com valores de fold-change menores que aqueles vistos para SYHPPR, sendo 5,6x

para a linhagem 1; 4,3x para a linhagem 6; e 7,9x para a linhagem 7.

Figura 10 — Expressdo génica de SYHPPR e SmTAT para folhas de linhagens E430.

Fold-change

AACt de SYHPPR AACt de SMTAT
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Linhagens Linhagens

Nota: Cada linhagem é representada por pools, sendo pools A, B e C, totalizando um n = 3. Média dos valores
calculados de AACt de cada um dos pools, para cada linhagem. Para WT considerou-se como zero. Barras de erro
se referem ao erro padréo a partir da média (SEM).

Fonte: do autor (2024).

Para linhagens da construcdo E432 também foram avaliadas a expressdo génica dos
genes SVHPPR e SmTAT de todas as linhagens, a partir dos pools de cada uma delas. A
expressdo génica de SYHPPR evidenciou valores de fold-change expressivos para todas as
linhagens avaliadas, mesmo com uma variagédo entre as amostras de uma mesma linhagem. Para
0 gene SMTAT somente as linhagens 1, 5, 6, 7, 8 e 9 demonstraram aumento de expressao, com
destaque para as linhagens 5, 8 e 9. As linhagens 1, 6 e 7 demonstraram baixo fold-change em

comparacdo com as demais linhagens, com valores menores a 2x, conforme pode ser visto na
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Figura 11 a seguir. Todas as linhagens com expressao de um ou dois dos genes foram

selecionadas para 0s experimentos de sacarificacao.

Figura 11 - Expressdo génica SYHPPR para colmos de linhagens E432.

AACt de SYHPPR AACt de SMTAT
Colmos de pIRX5::Smtat::pIRX1::Svhppr Colmos de pIRX5::Smtat::pIRX1::Svhppr
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I I 50—.
O ——T 717 717 1T 17 1T T T 1 O—T—FT T T T T T T 71
WT 1 3 4 5 6 7 8 9 10 WT 1 3 4 5 6 7 8 9 10
Linhagens Linhagens

Nota: Cada linhagem é representada por pools, sendo pools A, B e C, totalizando um n = 3. Média dos valores
calculados de AACt de cada um dos pools, para cada linhagem. Para WT considerou-se como zero. Barras de erro
se referem ao erro padréo a partir da média (SEM).

Fonte: do autor (2024).

6.3 Pré-tratamento e Sacarificacdo de Biomassa

Para a avaliacdo da hidrélise enzimética utilizou-se duas condicGes diferentes para as
amostras, sem pré-tratamento e com pré-tratamento alcalino com NaOH 50 mM, avaliando-se
a biomassa bruta e 0 CWR. Foram testados os colmos de todas as linhagens de E430 e os colmos
de E432. Este experimento foi realizado como um screening para definir quais as linhagens

seriam avaliadas nos experimentos posteriores.

Como pode ser visto na Figura 12, a partir da avaliacdo de todas as linhagens de E430,
utilizando-se a biomassa bruta sem pré-tratamento, quatro linhagens apresentaram maior
liberacdo de acucar, sendo resultados estatisticamente significativos em comparagdo com as

plantas selvagens somente para as linhagens 4 e 8, nos tempos 2h e 4h.
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Figura 12 — Hidrdlise enzimatica da biomassa bruta de colmos de linhagens E430 em
condicdo sem pré-tratamento.
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Nota: Cada linhagem é representada por pools, sendo pools A, B e C, totalizando um n = 3. Valores acima das
barras indicando porcentagem de liberacdo de aclicar em comparacdo com WT para cada tempo de hidrolise.
Barras de erro se referem ao erro padrdo a partir da média (SEM). Asteriscos indicando significancia estatistica,
sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; **** P < 0.0001.

Fonte: do autor (2024).

Para a confirmacéo deste resultado, procedeu-se para a avaliagdo do material de CWR
daquelas linhagens cujo resultados anteriores demonstraram maior liberacdo de acucar sendo
estatisticamente significativos, neste caso linhagens 4 e 8, e também se incluiu outras duas
linhagens, 1 e 6. Como pode ser visto na Figura 13, no experimento utilizando CWR, sem pré-
tratamento, as linhagens 4 e 8 demonstraram uma maior liberacdo de aclcar no tempo de
hidrolise de 24h, sendo resultados estatisticamente significativos, confirmando os resultados
com biomassa bruta. Na avaliacdo das linhagens 1, 4, 6 e 8 na condi¢do de pré-tratamento
alcalino para CWR, ndo foi observada nenhuma diferenca estatisticamente significativa de
liberacdo de aclcar em comparacdo com as plantas selvagens para nenhuma das linhagens

avaliadas, como pode ser visto no Anexo IV — Figura 1.



67

Figura 13 — Hidrolise enziméatica de CWR de colmos de linhagens E430 em condigdo sem
pré-tratamento.
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Nota: Cada linhagem é representada por pools, sendo pools A, B e C, totalizando um n = 3. Valores acima das
barras indicando porcentagem de liberacdo de aclcar em comparagdo com WT para cada tempo de hidrdlise.
Barras de erro se referem ao erro padrdo a partir da média (SEM). Asteriscos indicando significancia estatistica,
sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; **** P < 0.0001.

Fonte: do autor (2024).

Para a avaliacdo das linhagens de E432 foi realizado da mesma forma descrita
anteriormente, avaliando-se a biomassa bruta e 0 CWR em condi¢des sem pré-tratamento e
apos pré-tratamento alcalino com NaOH 50 mM. Foram avaliadas todas as linhagens obtidas,
mas somente sdo demonstradas nas figuras as linhagens com resultados estatisticamente
significativos. A Figura 14 demonstra a sacarificagdo da biomassa bruta sem pré-tratamento de
linhagens de E432.

Observou-se que as linhagens 1, 3, 6 e 7 demonstraram maior liberacdo de agucar em
comparagdo com plantas selvagens, em diferentes tempos de hidrdlise. Destaca-se,
principalmente, a linhagem 7, com uma consistente maior liberagdo de agucar nos tempos de
leitura, com 72% mais acucar liberado apds 4h de reacdo; a linhagem 1, atingindo 47% mais
liberacdo de acUcar apos 24h; além das linhagens 3 e 6 com 38% e 32% mais liberagéo de

aclcar apds somente 1h, respectivamente.
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Figura 14 — Hidrdlise enzimatica de biomassa bruta de colmos de linhagens E432 em
condicdo sem pré-tratamento e com pré-tratamento alcalino.
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Nota: Cada linhagem é representada por pools, sendo pools A, B e C, totalizando um n = 3. A linhagem 7 possui
apenas 0s pools A e B sendo para este n = 2. Valores acima das barras indicando porcentagem de liberacéo de
acucar em comparacdo com WT para cada tempo de hidrdlise. Barras de erro se referem ao erro padréo a partir da
média (SEM). Asteriscos indicando significancia estatistica, sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****,
P < 0.0001.

Fonte: do autor (2024).

Como pode ser visto na avaliacdo das mesmas linhagens apos pré-tratamento alcalino,
foi possivel verificar que as linhagens 1 e 3 demonstraram maior liberacdo de agucar em
comparacao com plantas selvagens, mas apenas no tempo de hidrélise de 24h, sendo 27% para
a linhagem 1 e 20% para a linhagem 3. As demais linhagens ndo demonstraram resultados

estatisticamente significativos.

Como uma estratégia de confirmacdo dos resultados, utilizou-se a quantificacdo de
acucares por meio de outros métodos aléem do DNS, sendo a Glicose Liquiform para
quantificacdo de glicose total, e reacdo de Benedict para quantificacdo de agucares redutores.
Por mais que os resultados ndo demonstrem significancia estatistica, observou-se que a
tendéncia de aumento para todas as linhagens observadas anteriormente também € verdadeira

utilizando-se estes métodos, como evidenciado na Figura 15.
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Figura 15 — Quantificacdo de acucares pelos métodos Benedict e Glicose Liquiform.

Sacarificacao de biomassa bruta
Colmos de linhagens E432 sem pré-tratamento
Método Benedict

Sacarificagdo de biomassa bruta
Colmos de linhagens E432 sem pré-tratamento
Método Glicose Liquiform

0.25-

w
|

+51% +28% +58% +45%

0.20-

+30%
+38%
. +8%
0.10- I
= 0.05-
T T T 0.00 T T T
WT 1 3 6 7

WT 1 3 6 7

+18%

N
|
o
=
a1
1

|_\
1
Glicose total (mg/mL)

AcUcares redutores totais (mg/mL)
o

Linhagens Linhagens

Nota: Cada linhagem é representada por pools, sendo pools A, B e C, totalizando um n = 3. A linhagem 7 possui
apenas os pools A e B sendo para este n = 2. Valores acima das barras indicando porcentagem de liberacéo de
acucar em comparacdo com WT para cada tempo de hidrdlise. Barras de erro se referem ao erro padréo a partir da
média (SEM). Asteriscos indicando significancia estatistica, sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****
P < 0.0001.

Fonte: do autor (2024).

No caso da sacarificacdo utilizando CWR, verificou-se que na condi¢do sem pre-
tratamento as mesmas linhagens 1, 3, 6 e 7 mantiveram o perfil de maior liberacdo de acUcar,
com resultados estatisticamente significativos para 1, 3 e 6, com destaque para a linhagem 1,
gue tem consistentes resultados estatisticos para todos os tempos de hidrélise. Ja para a
avaliacdo das mesmas linhagens utilizando CWR e com o pré-tratamento alcalino, verificou-se
tendéncia de maior liberacdo de acUcar para as linhagens 1 e 7, onde a linhagem 1 demonstrou
25% mais liberacdo de agUcar apos 24h, e a linhagem 7, demonstrou 31% maior liberacdo de
acucar no tempo de 4h, conforme pode ser visto na Figura 16.

Sendo assim, para as analises bioquimicas que serdo apresentadas a seguir foram
selecionadas as linhagens com perfil de sacarificacdo superiores as plantas selvagens, sendo as

linhagens 1, 4, 6 e 8 da construcdo E430 e as linhagens 1, 3, 6 e 7 da construgdo E432.
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Figura 16 — Hidrolise enziméatica de CWR de colmos de linhagens E432 sem pré-tratamento
e com pré-tratamento alcalino.

CWR sem PT .
CWR Alkali
Colmos de pIRX5::Smtat::pIRX1::Svhppr Colmos de pIRX5::Smtat::pIRX1::Svhppr

WT WT +25%

=N +27% +36% 1000 —N *
+16%
3 +29% ¥ +i2% 3 +31% I
6 *k *:’[v * 3 I I 6 * . I
= K - | :
500 I ] ;

mg acucares redutores / g biomassa seca

30 min 1h 8h 24h 1h 4h 8h 24h

Tempo de Hidrélise Tempo de Hidrélise

Nota: Cada linhagem é representada por pools, sendo pools A, B e C, totalizando um n = 3. A linhagem 7 possui
apenas 0s pools A e B sendo para este n = 2. Valores acima das barras indicando porcentagem de liberacéo de
acucar em comparacdo com WT para cada tempo de hidrdlise. Barras de erro se referem ao erro padréo a partir da
média (SEM). Asteriscos indicando significancia estatistica, sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****,
P < 0.0001.

Fonte: do autor (2024).

6.4 Composicao da parede celular

Para os experimentos de contetdo de lignina, celulose e hemicelulose utilizou-se o
material da preparacdo da parede celular (CWR). Os resultados sdo apresentados em
porcentagem de CWR, na Figura 17 para linhagens de E430, e na Figura 18 para as linhagens
de E432. As Figuras incluem os experimentos de quantidade de celulose, hemicelulose, e
lignina quantificada por dois métodos diferentes, brometo de acetila e CASA. Foram avaliadas
todas as linhagens para cada construcéo para celulose e hemicelulose, e para lignina, 0 método
CASA foi usado para confirmar os resultados das linhagens diferenciais pelo método de
brometo de acetila.



Figura 17 — Caracterizacdo da parede celular a partir do conteudo de lignina, celulose e
hemicelulose de linhagens de E430.
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Nota: (a) Celulose pelo método do Reagente de Updegraff, sendo resultados expressos em porcentagem de CWR.
(b) Hemicelulose ap6s remocédo por meio do uso de Acido Trifluoroacético (TFA), e medida gravimétrica por
diferenga de peso inicial e final, expresso em porcentagem de CWR. (c¢) Lignina pelo método de Brometo de
Acetila, sendo resultados expressos em porcentagem de CWR. (d) Lignina pelo método CASA — Cysteine-Assisted
Sulphuric Acid. Linhagens representadas pelos pools A, B, C, totalizando um n = 3. Barras de erro se referem ao

erro padrao a partir da média (SEM). Asteriscos indicando significancia estatistica, sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01;
*** P <0.001; **** P <0.0001.

Fonte: do autor (2024).



Figura 18 - Caracterizacdo da parede celular a partir do contetido de lignina, celulose e

()

hemicelulose de linhagens de E432.
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Nota: (a) Celulose pelo método do Reagente de Updegraff, sendo resultados expressos em porcentagem de CWR.
(b) Hemicelulose ap6s remogéo por meio do uso de Acido Trifluoroacético (TFA), e medida gravimétrica por
diferenca de peso inicial e final, expresso em porcentagem de CWR. (c) Lignina pelo método de Brometo de
Acetila, sendo resultados expressos em porcentagem de CWR. (d) Lignina pelo método CASA — Cysteine-Assisted
Sulphuric Acid. Linhagens representadas pelos pools A, B, C, totalizando um n = 3. Barras de erro se referem ao
erro padrdo a partir da média (SEM). Asteriscos indicando significancia estatistica, sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01;
*** P <0.001; **** P <0.0001.
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Conforme pode ser visto em (a) e (b) da Figura 17, para as linhagens de E430, o
contetdo de celulose e de hemicelulose das plantas transgénicas nao foi alterado de maneira
estatisticamente significativa em comparacao com as plantas selvagens. Por outro lado, em (c)
é possivel evidenciar que o contetdo de lignina das linhagens 1 e 6 se demonstrou alterado, a
partir do método de brometo de acetila, em comparagdo com as plantas selvagens, sendo 22%
maior para o evento 1 e 14% maior para o evento 6. Para confirmar este fato, realizou-se ainda
a quantificacdo do conteudo de lignina pelo método CASA, onde foi possivel evidenciar uma
tendéncia semelhante neste método, onde o evento 1 apresenta maior conteudo de lignina que

plantas selvagens.

Do mesmo modo, as linhagens da construcdo E432 evidenciaram ndo haver diferencas
estatisticamente significativas para o contetido de celulose e também de hemicelulose. Mas,
para o contetdo de lignina, foi possivel identificar um comportamento inverso ao que foi visto
para E430: as linhagens de E432 demonstraram menor contetido de lignina para as linhagens 1,
3 e 7, e ainda mais relevante, de forma estatisticamente significativa por meio de dois métodos

diferentes, brometo de acetila (c) e CASA (d), como visto na Figura 18.

6.5 Composicao de lignina por Tioacidolise

Uma vez definidas as linhagens com maior liberacdo de agucares na sacarificacdo e/ou
alteracdo no contetdo de lignina, partiu-se para o experimento de tioacidélise para verificar se
estas linhagens demostravam alguma diferenca na composicao de lignina. Para a construgéo
E430 foram avaliados os colmos das linhagens 1, 4, 6 e 8; e para a construcdo E432 foram
avaliados os colmos das linhagens 1, 3, 6 e 7. Como pode ser visto na Figura 19, para a
construcdo E430, foi possivel evidenciar de forma estatisticamente significativa diferencas para
o0s trés mondmeros avaliados, sendo uma diferenca de 63% mais presenca do monémero H e
40% do mondmero S para a linhagem 6; e uma diferenca de -43% do monémero G e -55% do
mondmero S para a linhagem 1. A razdo S/G também foi avaliada, e evidenciou que a linhagem
1 tem razdo diminuida em -16%; e as demais linhagens demonstraram que houve um aumento
da razdo S/G em comparacao com plantas selvagens, sendo de 6% para a linhagem 4, 9% para
a linhagem 6 e de 11% para a linhagem 8. Para a avaliacdo de tricina foi possivel observar
comportamentos diferentes entre as linhagens, sendo de uma redugéo para trés linhagens, sendo
uma estatisticamente significativa de -13% para a linhagem 8; e um aumento estatisticamente

significativo de 23% para a linhagem 6.
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Figura 19 — Composigéo de lignina e razdo S/G de linhagens E430.
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Nota: Linhagens representadas pelos pools A e B, em quadruplicata. Asteriscos indicando significancia estatistica,
sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; **** P < 0.0001. Os valores de erro apresentados se referem ao

erro padrdo a partir da média (SEM).

Fonte: do autor (2024).

Na avaliacdo das linhagens da construgdo E432, um comportamento de diminui¢do nos
teores de cada um dos mondmeros pdde ser observado, conforme evidencia a Figura 20. Neste
caso, 0s resultados indicam menor participacdo dos monémeros G e S nas linhagens
transgénicas, e valores bem proximos das plantas selvagens para o mondémero H. A linhagem 1
demonstrou ter menores quantidades de G e S, sendo -37% e -44%, respectivamente; ja a

linhagem 3 demonstrou ter -36% de participagdo do monémero S na composicao de lignina; e
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a linhagem 7 demonstrou teores reduzidos de G, em -21%; e de S, sendo -28%, sendo todos
estes resultados estatisticamente significativos. Para a avaliagdo da razdo S/G, resultados
confirmam uma tendéncia de reducdo, uma vez que os teores individuais de S e G diminuiram,
era esperado que a razdo S/G também indicasse ser menor que de plantas selvagens. Para a
avaliacdo da tricina, observou-se que as linhagens apresentaram um comportamento linear,
sendo uma menor presenga de tricina de forma estatisticamente significativa para todas as

linhagens, com destaque para linhagens 1 e 7, com -43% e -26%, respectivamente.

Figura 20 — Composicdo de lignina e teores de S/G de linhagens E432.
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Nota: Linhagens representadas pelos pools A e B, em quadruplicata. Asteriscos indicando significancia estatistica,
sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; **** P <0.0001. Os valores de erro apresentados se referem ao

erro padrdo a partir da média (SEM).
Fonte: do autor (2024).
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6.6 Fendlicos Totais e Acido Rosmarinico

Para a avaliacdo de fendlicos totais e a presenca de acido rosmarinico, foram analisadas
as mesmas linhagens do experimento de tioaciddlise, com o objetivo de verificar se houve
diferencas estatisticamente significativas nos teores de fenolicos das plantas transgénicas, uma
vez que 0 AR incorporado a parede celular poderia estar representado no teor total de fenolicos
das amostras, portanto, esta analise poderia ser um indicativo da presenca de AR ou da mudanca
no metabolismo fendlico das plantas, através da modificacdo genética. No caso dos colmos de
linhagens da construcdo E430, observou-se que todas as amostras demonstraram uma tendéncia
de maior presenca de fendlicos totais que plantas selvagens, sendo estatisticamente significativo
para a linhagem 8, representando 17% mais fendlicos que plantas WT. Para a presencga de AR
nos colmos, resultados indicaram uma tendéncia de maior presenca nas linhagens transgénicas,
porém, sem significancia estatistica, conforme a Figura 21. Também é importante mencionar
que, como Vvisto no Anexo I, Figuras 1 e 2, os padrfes usados demonstraram comportamentos
distintos, sendo observados em diferentes tempos de retencdo, podendo ser algum efeito da

coluna ou do método utilizado.

Figura 21 — Fenolicos totais e AR de colmos da construgdo E430.
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Nota: Linhagens representadas pelos pools A, B, C, totalizando um n = 3. Barras de erro se referem ao erro padréo
a partir da média (SEM). Asteriscos indicando significancia estatistica, sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P <
0.001; **** P < 0.0001.

Fonte: do autor (2025).
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Para as linhagens de E432, os resultados dos experimentos de fenolicos totais das
amostras das linhagens avaliadas demonstraram também uma tendéncia de mais fendlicos
presentes nas linhagens transgénicas, mas sem resultados significativamente estatisticos. Além
disso, na avaliacdo da presenca de AR nos colmos destas linhagens, foi possivel evidenciar que
a linhagem 7 demonstrou resultados estatisticamente significativos para uma presenca de AR
31% maior que em plantas selvagens, como pode ser visto na Figura 22. Os cromatogramas

para os padrbes e também para as amostras avaliadas sdo evidenciados no Anexo Il —

cromatogramas.

Figura 22 — Fendlicos totais e AR de colmos da construcdo E432.
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Nota: Linhagens representadas pelos pools A, B, C, totalizando um n = 3. Barras de erro se referem ao erro padrdo
a partir da média (SEM). Asteriscos indicando significancia estatistica, sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; *** P <
0.001; **** P < 0.0001.

Fonte: do autor (2025).

6.7 Biomassa e Inflorescéncias

Na avaliacdo de biomassa seca total e inflorescéncias, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas para nenhum dos parametros, em nenhuma das linhagens, para
as duas construcdes. Este fato é importante pois indica que a modificacdo genética ndo afetou

as linhagens transgénicas nos parametros de biomassa e de inflorescéncias, com diferentes
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linhagens demonstrando o mesmo comportamento de crescimento que plantas selvagens, sem
nenhuma distin¢do fenotipica. Além disso, a similaridade fenotipica com as plantas selvagens,
como visto na Figura 23, também indica que as linhagens transgénicas se adaptaram as suas
modificacdes na parede celular, como teores alterados de lignina, a sua composicao e também

de compostos fendlicos que podem estar associados ao metabolismo fenolico e a biossintese de
lignina.

Figura 23 — Biomassa e Inflorescéncias de linhagens E430 e E432.
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Fonte: do autor (2025).
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6.8 Metaboldomica

Para os resultados obtidos por metabol6mica, priorizou-se 0 modo negativo onde os
fendlicos sdo detectados com maior sensibilidade e seletividade (Gouveia-Figueira, Castilho,
2015), e foram consideradas as linhagens 4 e 8 representando a construcao E430 e as linhagens
1 e 7 representando a constru¢do E432. Como pode ser visto a seguir na Tabela 2, alguns
compostos fendlicos envolvidos tanto na biossintese de AR quanto de lignina, demonstraram
perfis diferentes do perfil de plantas selvagens. Na Tabela 2, podemos observar os resultados e
a sua respectiva diferenca percentil em comparacdo com plantas selvagens, para colmos e para
folhas. Apesar de alguns compostos ndo terem sido detectados, como AR e outros da via de
lignina, podemaos ver fendlicos importantes para estas vias como os acidos caféico, ferulico, p-
cumarico, tricina, tirosina, e outros compostos relacionados sendo alterados de forma negativa
nas plantas transgénicas. Ou seja, alinhando-se estes resultados com os resultados anteriores,
principalmente aqueles que indicam por exemplo menor contetdo de tricina por tioacidolise, e
modificacdo da composicdo e quantidade de lignina, é correto afirmar que o metabolismo de
fendlicos das plantas transgénicas foi alterado, e a alteracdo se deu principalmente em
compostos das vias de lignina, onde os indicios apontam para uma regulacdo negativa de

diferentes moléculas envolvidas nestes processos.

E possivel ver ainda que estas modificacdes podem causar diferentes comportamentos,
como por exemplo o glicosideo do acido p-cumarico, que ndo foi detectado em colmos para
nenhuma construcdo, mas demonstrou aumento importante para folhas de E430, e reducdo
estatisticamente significativa para folhas de E432, sendo assim é possivel verificar que colmos
e folhas podem apresentar comportamentos distintos. A deteccdo dos compostos foi mais
evidenciada em folhas do que em colmos para algumas moléculas, e isto pode ser justificado
pelo método de extracdo, que pode ter sido mais eficiente para tecidos de folhas. Além disso, é
importante mencionar que o método de extracdo - que foi definido pelo centro de pesquisa que
realizou a analise - também pode ser responsavel pela ndo deteccdo de AR, uma vez que é um

método diferente do que foi usado para a extracdo para identificacdo de AR por HPLC.
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Tabela 2 — Anotacdo de possiveis compostos diferenciais de E430 e E432.

PARAMETROS COLMOS FOLHAS REFERENCIA
Composto RT m/z E430 E432 E430 E432
Acido p-cumarico | 6.69 | 163.0399 0 0 17% *-87% Bondia-Pons et al., (2014)
Coniferil aldeido 7.61 | 177.0557 | -94% *-85% -65% *-89% Prothmann, Jens et al., (2020)
Acido cafeico 10.64 | 179.0564 | -59% 71% -58% -54% Zhao et al., (2019)
Acido ferulico 8.23 | 193.0506 0 0 -12% *-87% Zhao et al., (2019)
Tricina 14.33 | 329.0665 | -77% 53% -44% -T7% Composto padrio
Acido clorogénico | 21.64 | 353.2085 | *22% | *-25% -36% -71% Yeetal., (2012)
L-tirosina 8.58 | 180.9729 | 19% 15% -16% *-84% Yamamoto et al., (2023)
é;jlutcr:;i;?]g;:ggo 8.23 | 3551037 | -64% | -77% | 49% | *-81% Alarcon et al, (2021)
G“COSide? éCidO P~ 777 325.0931 0 0 176% **.04% Bondia-Pons et al., (2014)
__cumarico
ACidguli;]}cgg“'o" 7.90 | 367.1038 | -100% | -100% | -24% | -86% Grayer et al, (2000)
Feruloil tiramina | 21.64 | 312.1720 | -15% -31% -35% -T7% Jiang et al., (2021)
Acido p-hidroxi- | 51 67 | 144 0040 | -21% | *31% | -31% -34% Yan, Kaiser, (2018)
benzoico

Nota: Anotacdo de compostos baseados somente nos valores de m/z observados na literatura, sem levar em conta
o0s espectros de fragmentacdo. Linhagens 4 e 8 representando construcdo E430 e linhagens 1 e 7 representando
construcdo E432, considerando-se a média das diferengas das linhagens em relagéo as plantas selvagens, a partir
dos valores de abundéncia. Resultados representados pelos pools A, B e C de cada linhagem, em triplicata.
Resultados representados de forma percentil representam diferenca das linhagens em comparagdo com plantas
selvagens para cada composto. Barras de erro se referem ao erro padrdo a partir da média (SEM). Asteriscos

indicando significancia estatistica, sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001.

Fonte: do autor (2025).

7. Discussao

Sumarizando-se os resultados, e considerando para esta discussdo somente as linhagens
com resultados mais homogéneos, sendo as linhagens 4 e 8 para E430 e as linhagens 1 e 7 para
E432, temos 0 seguinte cenario: no caso das linhagens de E430, utilizando promotores
constitutivos, foi evidenciada uma maior liberagdo de agicar somente para a sacarificagdo sem
pré-tratamento utilizando CWR; além disso, na avaliagdo da parede celular os contetdos de
celulose e hemicelulose ndo demonstraram modificagOes; assim como para lignina, que
demonstrou um maior conteudo para uma das linhagens, somente por um dos métodos
utilizados, mostrando-se bem similar a de plantas selvagens. A lignina destas linhagens tambem
se demonstrou alterada em sua composicdo de forma estatisticamente significativa para tricina.

Por fim, a quantidade de fendlicos totais e de AR demonstraram tendéncia de aumento em
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comparagdo com as plantas selvagens. No caso das linhagens de E432, utilizando-se promotores
ativos somente na formacdo da parede celular secundaria, observamos maior liberagdo de
acucar para experimentos sem pré-tratamento e também apos pré-tratamento alcalino, tanto para
biomassa bruta como para CWR; sem modificacdes no conteudo de celulose e hemicelulose; e
para a lignina, ao contrério da outra estratégia, observou-se teores menores no contetdo total
em comparagdo com plantas selvagens, assim como para 0s mondmeros S e G, além da tricina,
todos reduzidos. O teor de fenolicos totais e de AR também demonstrou uma tendéncia de maior
presenca nas plantas transgénicas em comparacdo com selvagens. Para a metabol6mica, nas
linhagens transgénicas foi possivel evidenciar quantidades reduzidas em compara¢do com as
selvagens, em diferentes compostos que estdo envolvidos no metabolismo fendlico das plantas,

para ambas as construcgdes.

7.1 A eficiéncia de transformacdo da construcdo com promotores

constitutivos

A partir da superexpressdo dos genes SmTAT e/ou SYHPPR envolvidos na biossintese
de acido rosmarinico, e da possivel modificacdo da composicao da lignina, este trabalho buscou
verificar se a recalcitrancia da biomassa lignocelulésica seria diminuida, e ao mesmo tempo, se
a hidrolise enzimatica teria a eficiéncia aumentada, sem afetar o desenvolvimento das plantas.
De acordo com os resultados evidenciados anteriormente, alguns pontos positivos muito

interessantes que suportam as hipéteses aqui testada devem ser considerados.

Primeiramente, a partir dos resultados de genotipagem, é possivel concluir que o
protocolo de transformacdo genética utilizado foi eficiente do ponto de vista de obtencdo de
linhagens transgénicas, mesmo que a eficiéncia tenha sido menor que a relatada na literatura.
O protocolo de transformacao proposto por Martins et al., (2015) é bastante simples, embora
seja necessario a realizacdo de varias etapas de trocas de meio de cultura. Os autores relatam
uma eficiéncia de transformacéo na ordem de 29%, utilizando phytotron para crescimento das
plantas. Neste trabalho, a quantidade de transformagGes para obter um namero suficiente de
plantas transgénicas para as analises fenotipicas foi bastante alta, chegando a mais de 40
transformacdes para obtencdo de 18 eventos confirmados. Além disso, foi notoria uma maior
dificuldade na transformacdo da construgdo E430, utilizando promotores constitutivos, em
relacdo a outra construgdo, de promotores de parede celular secundaria. Notava-se que 0s

explantes chegavam ate a etapa de regeneracdo de raizes com 0 meio MRS, mas somente alguns
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poucos conseguiam avancar até a etapa de crescimento de fase aérea com o uso do meio MD.
Uma hipoétese para explicar este fendmeno € a de que o acimulo de AR, ou outros metabdlitos,
estaria sendo toxico a ponto de ndo permitir o desenvolvimento dos explantes, uma vez que o
promotor utilizado atua de maneira constitutiva, ou seja, ativo em todos os tecidos das plantas.
Para a confirmagdo desta hipotese, poderiam ser realizados experimentos utilizando-se 0s
tecidos ainda da fase de regeneracgdo, para verificar o contetdo de fendlicos totais e de AR.

Corroborando esta hipotese, os autores Bevilagqua et al., (2019) mostraram que em
plantas de milho a aplicacdo exdgena de AR tem efeitos deletérios nos primeiros estagios de
desenvolvimento, causando consequéncias negativas, 0 que pode indicar toxicidade do
composto. Os autores também citam que a aplicacdo de AR inibe duas enzimas relacionadas
com a biossintese de lignina, PAL e TAL, extremamente importantes para o desenvolvimento
das plantas, o que também pode estar relacionado. A escolha dos promotores IRX, ativos
somente durante a formacéo da parede celular, teve justamente o objetivo de induzir o aumento
da expressdo dos genes somente apenas apds o desenvolvimento inicial das plantulas. Para os
10 eventos transgénicos obtidos para a construcdo E432, ndo se observou a mesma dificuldade
que para E430, porém, também foi evidenciada uma baixa eficiéncia de transformacéo, devido
aos problemas de manuseio, condi¢cbes de crescimento e contaminagdo inerentes aos

experimentos de transformacédo genética e cultura de tecidos.

Na etapa de avaliacdo da expressao génica, evidenciou-se que as linhagens obtidas
demonstraram superexpresséo variada de SYHPPR, e algumas linhagens n&o demonstraram ou
demonstraram uma expressao baixa (se comparado a SYHPPR) do transgene SmTAT, e isto foi
verdadeiro para as duas construcdes. Este fato pode estar atrelado a fatores relacionados a
integracdo dos transgenes no genoma das plantas. Uma vez que a integracdo dos transgenes €
aleatoria, diferentes linhagens podem apresentar comportamentos diferentes no nivel de
expressao, onde a expressdo dos genes pode ser influenciada por diversos fatores, como por
exemplo a integracdo em orientacdo invertida, o que faz com que os transgenes sejam
transcritos de forma convergente; ou ainda a integracdo de uma copia unica de T-DNA, que
também pode resultar baixas ou nenhuma expressdo dos genes; ou também, pode ser explicado
por mecanismos de controle que estdo sendo ativados nas plantas a partir da inser¢do do T-
DNA, implicando em supressdo e silenciamento dos transgenes (DE BUCK; DE PAEPE;
DEPICKER, 2013).

Sa0 necessarias maiores investigacfes para explicar o motivo da baixa ou nula

expressdo de SmTAT nas linhagens avaliadas, porém, como visto na se¢do 6.1 dos Resultados,
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a espécie S. viridis ndo tem homologos do gene SmTAT, sendo assim, a sequéncia de S.
miltiorrhiza utilizada poderia estar impedindo a correta funcionalidade dos sistemas de
transcricao e traducdo. Por outro lado, as evidéncias demonstram que a expressao de SYHPPR
foi aumentada de forma significativa em quase todos os eventos avaliados. Isto confirma a
capacidade do promotor 35S utilizado, neste caso, otimizado para o uso em monocotiledoneas.
O promotor 35S também é conhecido na literatura pela sua aptiddo de garantir elevada
transcricdo, nao sendo muito influenciado por condi¢cdes ambientais ou tipo de tecido. No
entanto, também é sabido que a expressao de transgenes dirigidos por 35S pode ser bastante
variavel em um grupo de linhagens transgénicas com a mesma constru¢do, de acordo com De
Buck; De Paepe; Depicker (2013), o que pode explicar a diferenca dos niveis de expressao entre

as linhagens de uma mesma construcao.

No caso dos eventos da construgdo E432 a escolha dos promotores utilizados teve como
objetivo a ativacdo dos genes somente durante a formacdo da parede celular secundéria dos
vasos do xilema, que se forma apenas quando a planta atinge a maturidade. Em Arabidopsis
thaliana, os genes IRX1 e IRX5 foram reportados na literatura como sendo essenciais para a
formacao da parede celular secundaria. Estes genes s@o subunidades da celulose sintase (CesA),
sendo IRX1 — CesA8 e IRX5 — CesA4, dois dos trés genes CesA responsaveis pela sintese de
celulose nas paredes celulares secundarias dos vasos do xilema em desenvolvimento, que ocorre
depois da cessdo da expansdo celular (HERNANDEZ-BLANCO et al., 2007); (GARDINER;
TAYLOR; TURNER, 2003).

Sendo assim, utilizou-se as regiGes a montante dos genes, correspondentes as regides
dos promotores de cada um, ativos somente durante a formacao da parede celular secundaria
dos vasos do xilema, mais presentes nos colmos das plantas, mas também presente em folhas.
Foi possivel evidenciar que os promotores tém um étimo funcionamento em S. viridis, como
visto na Figura 11, para a expressdo génica em colmos de plantas na fase pré-booting, e também
pelo experimento de fases, evidenciado no Anexo V, onde foi possivel verificar que 0s

promotores j& estavam ativos em plantas com 15 e 30 dias de crescimento.

7.2 A maquinaria de AR e a presenca de TAT em S. viridis

No estudo da rota de biossintese de AR em S. viridis a partir da ferramenta BLAST, foi
possivel observar as enzimas PAL, C4H, 4CL, TAT, RAS, HPPR, CYP98A com médios a altos

valores de identidade e também baixos valores de e-value, indicando que a probabilidade de a
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similaridade observada ser devido ao acaso € baixa, para maioria dos casos. No caso de TAT,
observou-se ndo haver genes homologos, e o e-value mais satisfatério dos hits encontrados
ainda é considerado alto em comparacéo com os demais, justificando a escolha pelo gene de S.
miltiorrhiza para construcdo dos vetores de expressdo. Portanto, sugerimos que S. viridis
poderia ser capaz de produzir AR, uma vez que a espécie possui grande parte das enzimas chave
do seu processo de biossintese. Além disso, os resultados da anélise de HPLC para identificacdo
de AR indicam que esta maquinaria estaria funcionando, uma vez que a molécula de AR foi
possivelmente identificada tanto em plantas selvagens, quanto em plantas transgénicas. Porém,
a confirmacdo desta hipdtese sé poderia vir de uma analise mais detalhada — como por
espectrometria de massas — para confirmar se a molécula identificada € mesmo de AR. Além
disso, seria necessario verificar se a producdo de AR estaria acontecendo através da acdo do
gene TAT enddgeno, de S. viridis, ou do gene SmTAT, utilizado no vetor de expressdo. A
hipGtese mais provavel é que a maquinaria de biossintese de AR esteja funcionando a partir do
transgene SMTAT para as linhagens 4 e 8 de E430, onde observou-se a presenca de AR solGvel
a partir da andlise por HPLC, e também se observou superexpressdao do gene na anélise de
expressdao génica de SmTAT. Para as linhagens 1 e 7 de E432, ndo se verificou aumento da
expressdo de SmTAT, mas verificou-se a presenca de AR sollvel, o que poderia indicar que,
neste caso, a maquinaria de biossintese de AR poderia estar funcionando a partir do gene TAT
enddgeno de S. viridis.

7.3 Limitac6es do meétodo de sacarificacao

Com visto na secdo 6.3 dos Resultados, a sacarifica¢do evidenciou linhagens com perfis
de liberacdo de acUcar diferentes de plantas selvagens, com algumas linhagens demonstrando
maior liberacdo de aglUcar. Porém, € necessario considerar alguns aspectos relacionados aos
experimentos de sacarificagdo. O primeiro deles € o fato de que utilizando o material de CWR
as diferengas na hidrélise aparecem de forma estatisticamente significativa somente apos 24h
de reacdo, muito depois do que acontece quando se utiliza o material da biomassa bruta, como
visto nas Figuras 12 e 13 para E430. E importante mencionar que no caso da biomassa bruta é
possivel encontrar outros agucares ndo-estruturais, como por exemplo amido, xilose, arabinose
e glicose solUveis que estdo presentes na biomassa, mas que podem ter sido retirados na
lavagem da parede celular, no protocolo de preparacdo do CWR. Na literatura, milhetos como

S. viridis sdo descritos como ricos em amido (Ermawar et al., 2015), e isto poderia ser a
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explicacdo para a réapida liberacdo de agucar da biomassa bruta, influenciada pela presenca do

amido e outros aglcares ndo-estruturais.

Outro aspecto importante sobre a sacarificacdo € relacionado ao fato de que os
experimentos utilizando pré-tratamento alcalino ndo terem demonstrado perfil de maior
liberagdo de agUcar para as linhagens da construgdo E430, onde ndo foram observadas
diferencas para o material de CWR, utilizando-se NaOH 50 mM. Este fato poderia estar
relacionado ao fato de as linhagens desta construcdo apresentarem maior quantidade de lignina,
como mostrado na Figura 17. A quantidade de lignina afeta diretamente a eficiéncia do pré-
tratamento alcalino e da hidrélise, com maiores teores de lignina dificultando o acesso aos
acucares. Outros fatores também sdo interferentes importantes como as propriedades e a
localizacdo da lignina na biomassa, as condi¢@es da superficie da lignina e a sua area de
superficie; além disso a ligacdo ndo produtiva da enzima na lignina também pode contribuir
para uma baixa eficiéncia, uma vez que a enzima fica inativa, sendo este aspecto diretamente
relacionado com a superficie e a localizacdo da lignina (KIM, LEE, KIM, 2016); (YANG,
WYMAN, 2006).

Portanto, a mudanca da estrutura da lignina, como visto nos resultados de tioacidolise,
aliada ao aumento da quantidade da lignina, visto nos experimentos de brometo de acetila e
CASA, na parede celular, pode estar contribuindo para uma menor eficiéncia dos pré-
tratamentos para linhagens de E430. Ja para linhagens de E432, a biomassa bruta e 0 CWR
tratados com NaOH demonstraram maior liberacdo de acucar ap6s 4h e 24h, para linhagens

com menores quantidade de lignina, corroborando a hipétese citada anteriormente.

7.4 Mudancas na composicdo da lignina e a possivel influéncia do Acido

Rosmarinico na parede celular das plantas transgénicas

Uma vez identificadas as linhagens com maior liberacdo de agucar, foi possivel
direcionar o foco das demais avaliacGes para estas linhagens, concentrando-se em como essas
plantas se diferenciavam de plantas selvagens. Considerando-se contetdo de lignina como um
parametro essencial a ser avaliado, observou-se que para as linhagens E430, a partir do uso de
promotores constitutivos, obteve-se quantidades de lignina muito semelhantes a de plantas
selvagens, na avaliacdo da lignina soltivel pelos métodos brometo de acetila e CASA.

Importante destacar que ambos sdo métodos indiretos, mas diferentes para avaliacdo de lignina,
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sendo o brometo de acetila um método para avaliacdo de lignina solubilizada, onde produtos
furfural derivados de xilanos podem interferir na absorbancia a 280 nm; enquanto o método
CASA utiliza-se da completa dissolugdo da biomassa com cisteina e &cido sulfrico para
quantificacéo da lignina observada também em 280 nm, podendo sofrer da mesma interferéncia,
e, sendo métodos considerados inferiores ao método Klason (Lu et al., 2021), cujo protocolo
ainda ndo estava estabelecido no laboratorio.

Na avaliacdo da composicdo de lignina obtida a partir da tioaciddlise, observamos que
a composicao de lignina das linhagens 4 e 8, sob o controle de promotores constitutivos, é
bastante similar as plantas selvagens, tanto para 0 monémero G quanto para 0 mondmero S,
mas revelou diferencas estatisticamente significativas para tricina, no caso da linhagem 8, e
para a razdo S/G de todas as linhagens observadas em comparacdo com plantas selvagens. Em
um estudo de Kishimoto et al., (2005) a lignina com alta razdo S/G foi relatada como mais
linear, e com maior presenga do mondmero S. Andlises in silico de Vermaas et al., (2019)
mostraram que em casos de lignina com alta razdo S/G as energias livres produzidas pela
exclusdo aquosa dos grupos metoxi em mondmeros S podem promover uma associacdo do
polimero de lignina com a matriz de celulose de forma mais préxima, contribuindo para um
mecanismo de exclusdo de dgua que protege os carboidratos da parede celular da exposicao e
degradacéo por acidos de origem patogénica, ROS e enzimas degradadoras da parede celular,
0 que poderia dificultar a hidrélise enzimatica (PERACCHI et al., 2024).

Arazéo S/G e a abundéncia relativa dos mondmeros principais de lignina sempre foram
relacionados com a hidrolise enzimatica na literatura, porém, diferentes relacdes foram
descritas ao longo dos anos. Os autores Studer et al., (2011) relatam que um alto teor de S/G
poderia ser benéfico para a liberacdo de glicose e xilose em amostras apds pré-tratamentos; o
que ndo € o caso do nosso estudo para as linhagens E430, com alto S/G, mas sacarificacdo
ineficiente apos pré-tratamentos. No entanto, outros estudos sugerem que alta relacdo de S/G
esta relacionada negativamente com a eficiéncia da hidrélise enzimatica ap6s pré-tratamentos
(Tan et al., 2015), o que esta de acordo com os resultados encontrados neste estudo para
linhagens E430, com razéo S/G maior que de plantas selvagens. Isto pode ser visto no Anexo
V, para a sacarificagdo apds pré-tratamento alcalino com NaOH de CWR indicando perfis de

hidrolise enzimatica bastante semelhantes as de plantas selvagens.

Observando-se os resultados para fenolicos totais e presenca de AR destas linhagens de
E430 com promotores constitutivos, podemos perceber que ha uma maior presenca de

compostos fendlicos nas plantas transgénicas, assim como a presenca de AR, que pode estar
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atuando de alguma forma no metabolismo fendlico e na biossintese de lignina. Além disso, o0s
resultados da metabolomica de colmos e de folhas para estas linhagens de promotores
constitutivos reforcam que ha alteracGes na regulacdo do metabolismo fendlico destas plantas
em comparacdo com plantas selvagens. Segundo Xiao et al., (2011) a expressdo dupla de TAT-
HPPR produz o maior conteido de AR, alem de metabdlitos associados a lignificagdo, como
acidos fenolicos. Os autores destacam que a expressao conjunta destes genes causa uma
mudanca no fluxo metabdlico, modificando a via de producgédo de AR, diminuindo os niveis de
acido homogentistico e aumentando o acimulo de &cidos fendlicos. Isto esta de acordo com 0s
resultados observados neste estudo, onde foi possivel verificar um teor de fendlicos maior que
para plantas selvagens, e levando-se em conta os resultados de expressao génica, podemos ver
que as linhagens 4 e 8 se destacam para a expressdo conjunta dos dois genes. Notavelmente, os
resultados de compostos fenolicos para as linhagens sob controle de promotores constitutivos
(E430) sdo contrastantes em relacdo aqueles observados em plantas expressando os genes alvo
sob controle dos promotores de parede celular secundaria (E432). Sendo assim, sugere-se que
plantas transgénicas superexpressando 0s genes alvo com promotores constitutivos, como no
caso de E430, conseguem se adaptar para um correto balanceamento da producéo e composicdo
de lignina na parede celular, uma vez que 0s promotores estao ativos desde o inicio da deposicado
e polimerizacdo da lignina, resultado em modificagbes menos acentuadas, como Vvisto nos

resultados apresentados.

Para corroborar esta hipotese, levamos em conta os resultados obtidos com as linhagens
usando promotores de parede celular secundaria, E432, onde houve uma diminui¢cdo no
conteddo de lignina, alteracdo mais acentuada da composi¢do da lignina e regulacdo negativa
de varios compostos fendlicos que fazem parte da rota de biossintese de lignina, como visto na

Tabela 2 dos resultados de metabolémica.

Para os resultados vistos na avaliacdo das linhagens utilizando-se promotores de parede
celular secundaria, de E432, podemos observar diferengas no contetido de lignina — reduzidos,
e principalmente na sua composic¢do. Para a composicdo de lignina, verificou-se que 0s
mondmeros G e S, além da tricina, demonstraram menor participagdo na composicao da lignina
em plantas transgénicas, resultando em uma menor razdo S/G e em menor quantidade de lignina
na parede celular. A tricina é formada a partir da via de fenilalanina, através de p-cumaroil-
CoA, que e convertido atraves de p-cumarato, que € um brago comum para os trés monolignais,
pela acdo da enzima 4-cumarato:CoA ligase (4CL) (COOMEY, et al., 2020). Este intermediario

atua como substrato inicial para a via, e pode ser direcionado para a biossintese de tricina. A
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unidade p-cumaroil-CoA também participa da biossintese da unidade G, fornecendo feruloil-
CoA, que é convertido em coniferilaldeido, e coniferil alcool até a formagdo da unidade G
(EUDES et al., 2017).

Sendo as vias PAL e TAL diretamente relacionadas com a sintese de p-cumarato
(Maeda, 2016), e por fim, p-cumaroil-CoA, quaisquer perturbacdes nessas vias poderiam alterar
as quantidades de S, G e tricina. Na literatura, inclusive, sugere-se que a atividade de TAL em
gramineas poderia influenciar a atividade de C4H, contornando-a para a produc¢édo de cumarato
(COOMEY, et al., 2020). Como toda esta via precursora de p-cumaroil-CoA € proveniente da
via de tirosina, é sugerido que perturbacdes geradas nesta via estejam direcionando o &cido p-
cumarico formado para outras vias, resultando em menores quantidades de tricina, e dos
mondmeros G e S, uma vez que o substrato inicial da via, a tirosina, esta sendo compartilhado
também para a formacéo de AR na sua via de biossintese. Para corroborar este fato, podemos
ver resultados de metabol6mica indicando que muitos compostos fendlicos estdo reduzidos nas

plantas transgénicas, o que poderia ser mais um indicio do compartilhamento dos precursores.

Desta forma, o que se sugere é que o compartilhamento de precursores das vias de
lignina e AR seja responsavel pelo redirecionamento dos substratos para a via de AR ao invés
da formacdo de S, G e tricina. Isto pode ser verdadeiro caso a expressao dos genes esteja
ocorrendo somente apos a deposicdo da parede celular secundaria, a partir dos promotores
utilizados. Para corroborar este fato, experimentos de expressédo génica de linhagens de E432
(Anexo V — Figura 1) indicam que os promotores estéo ativos a partir de 15 dias de crescimento,
e permanecem com um grau de expressdo ainda maior para plantas com 30 dias de crescimento,
guando a parede celular ja foi depositada. Uma vez que as células ja se encontram maduras, a
deposicao celular encerra a expansao celular, e as células percebem que ja estdo prontas para o
armazenamento de acgucares, sendo entdo enriquecida com transportadores de acucar,
fotossintese, e biossintese de flavonoides, como no caso da tricina, conforme descreve Martin
et al., (2016). Assim, sugere-se que o metabolismo fendlico foi muito mais afetado em plantas
transgénicas sob controle dos promotores de parede celular secundaria (IRX1 e IRX5),
especulando-se que estas plantas podem ndo ter tido tempo suficiente para regular tal

metabolismo, em contraste com plantas sob controle de promotores constitutivos.

De maneira geral, os resultados observados em nossos estudos sugerem que a estratégia
de engenharia geneética utilizada é promissora para alteracdo da composicdo da lignina em
gramineas. Uma estratégia similar realizada em uma dicotiledénea foi descrita na literatura

utilizando a superexpressao de genes envolvidos na biossintese de Escopoletina em plantas de
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A. thaliana, com o mesmo objetivo de reduzir a recalcitrancia da biomassa através do
acoplamento de moléculas. No estudo, teores reduzidos do monémero G séo relatados, além de
melhora da sacarificacdo dos colmos das plantas. Os autores sugerem que a Escopoletina estaria
se acoplando aos monoligndis, principalmente na posicdo O-4, por diferentes métodos de
acoplamento, e atuando como uma unidade inicial do polimero da lignina (Hoengenaert, et al.,
2022). Da mesma forma, o AR também poderia estar atuando como uma unidade inicial da
lignina, uma vez que os teores de S, G e tricina estdo diminuidos devido ao possivel
compartilhamento dos precursores da rota de biossintese. Porém, € importante destacar que este
trabalho utilizou a dosagem de AR na forma sollvel a partir da biomassa bruta, e 0 mesmo
composto ndo foi identificado na metabolémica. Dessa forma, ndo é possivel confirmar que o
AR esteja acoplado a lignina e desempenhando papel de subunidade ndo-candnica, por mais
que as evidéncias possam sugerir este fato. Uma estratégia para verificar o acoplamento de AR
a lignina poderia ser a avaliacdo deste composto usando o material da parede celular, o CWR,
apos hidrdlise e dosagem de AR por HPLC. Para confirmar a presenca do AR poderiam ser
realizados estudos em ressonancia magnética nuclear, para elucidar estruturalmente a

composicao da lignina das linhagens transgénicas.

Por fim, avaliando-se parametros de biomassa e inflorescéncias, para as duas
construcdes ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas, sendo as plantas
bem similares as selvagens em desenvolvimento e em aparéncia. Porém, seria interessante testar
as linhagens para verificar o seu comportamento a partir de estresses bidticos e abidticos, com
a finalidade de verificar a sua tolerancia ou sensibilidade a fatores de estresses ambientais.

8. Conclusao

A partir dos testes das hipdteses deste trabalho é possivel concluir que as plantas
transgénicas, das duas construcbes, sofreram alteracGes na parede celular a partir da
superexpressdo de genes inseridos por engenharia genética. Foi possivel verificar que a hipotese
de que as plantas transgénicas poderiam liberar mais actcar que plantas selvagens é verdadeira,
além destas mesmas linhagens apresentarem modificagcbes na composic¢ao e na quantidade de
lignina presente na parede celular. Além disso, foi possivel evidenciar que o metabolismo
fenolico das plantas transgénicas foi alterado, sugerindo-se a hipdtese de que as plantas se
adaptaram para a estratégia envolvendo promotores constitutivos, e para a estratégia

envolvendo promotores de parede celular secundaria sustenta-se a hipotese de que o
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compartilhamento dos precursores da via de AR e de lignina tem influéncia direta na
composi¢do monomérica da lignina destas plantas. Também foi possivel confirmar que as

plantas transgénicas ndo apresentaram caracteristicas fenotipicas distintas de plantas selvagens.

Dessa forma, podemos afirmar a manipulacao dos genes teve influéncia na composic¢ao
da parede celular e influenciou positivamente a digestibilidade da biomassa lignocelulésica,
contribuindo para uma hidrolise enzimatica mais eficaz. Estes resultados sdo corroborados pela
literatura e podem servir como base para estratégias de modificacéo de cana-de-agUcar, para o

avanco da producdo de etanol de segunda geracdo no Brasil e no mundo.



91

9. Referéncias

ACKER, R.; VANHOLME, R.; PIENS, K.; BOERJAN, W. Saccharification Protocol for
Small-scale Lignocellulosic Biomass Samples to Test Processing of Cellulose into Glucose.
BIO-PROTOCOL, v. 6,n. 1, p. 1-9, 2016.

AFEDZI, A. E. K.; PARAKULSUKSATID, P. Recent advances in process modifications of
simultaneous saccharification and fermentation (SSF) of lignocellulosic biomass for bioethanol
production. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 54, n. October, p. 102961, 2023.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.bcab.2023.102961>.

ALARCON, A. L.; PALACIOS, L. M.; OSORIO, C.; NARVAEZ, P. C.; HEREDIA, F. J,;
ORJUELA, A.; HERNANZ, D. Chemical characteristics and colorimetric properties of non-
centrifugal cane sugar (“panela”) obtained via different processing technologies, Food
Chemistry, Volume 340, 2021, 128183, ISSN 0308-8146,
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.128183.

BEVILAQUA, J. M.; FINGER-TEIXEIRA, A.; MARCHIOSI, R.; DE OLIVEIRA, D. M,
JOIA, B. M.; FERRO, A. P.; PARIZOTTO, A. V.; DOS SANTOS, W. D.; FERRARESE-
FILHO, O. Exogenous application of rosmarinic acid improves saccharification without
affecting growth and lignification of maize. Plant Physiology and Biochemistry, v. 142, n.
June, p. 275-282, 2019.

BEWG, W. P.; POOVAIAH, C.; LAN, W.; RALPH, J; COLEMAN, H. D. RNAIi
downregulation of three key lignin genes in sugarcane improves glucose release without

reduction in sugar production. Biotechnology for Biofuels, v. 9, n. 1, p. 1-13, 2016.

BOERJAN, W.; RALPH, J.; BAUCHER, M. Lignin Biosynthesis. Annual Review of Plant
Biology, v. 54, p. 519-546, 2003.

BONDIA-PONS, I.; SAVOLAINEN, O.; TORRONEN, R.; MARTINEZ, J. A.; POUTANEN,
K.; HANHINEVA, K. Metabolic profiling of Goji berry extracts for discrimination of
geographical origin by non-targeted liquid chromatography coupled to quadrupole time-of-
flight mass spectrometry. Food Research International. 2014; 63:132-138. doi:
10.1016/j.foodres.2014.01.067.

BRASILEIRO, A. C. M.; CARNEIRO, V. T. de C. Manual de Transformacao Genética de
Plantas. Brasilia, DF: EMBRAPA, 2015. v. 11543 p.



92

CESARINO, I.; DELLO IOIO, R.; KIRSCHNER, G. K.;: OGDEN, M. S.; PICARD, K. L.;
RAST-SOMSSICH, M. I.; SOMSSICH, M. Plant science’s next top models. Annals of Botany,
v. 126, n. 1, p. 1-23, 2020.

CHEN, F.; ZHUQ, C.; XIAO, X.; PENDERGAST, T. H.; DEVOS, K. M. A rapid thioacidolysis
method for biomass lignin composition and tricin analysis. Biotechnol Biofuels 14, 18 (2021).
Disponivel em: <https://doi.org/10.1186/s13068-020-01865-y>.

CHANDEL, A. K.; FORTE, M. B. S.; GONCALVES, I. S.; MILESSI, T. S.; ARRUDA, P. V,;
CARVALHO, W.; MUSSATTO, S. I. Brazilian biorefineries from second generation biomass:
critical insights from industry and future perspectives. Biofuels, Bioproducts and Biorefining,
v. 15, n. 4, p. 1190-1208, 2021.

CHRISTENSEN, C. S.L. ; RASMUSSEN, S. K. Low Lignin Mutants and Reduction of Lignin
Content in Grasses for Increased Utilisation of Lignocellulose. Agronomy, 2019, 9, 256.

Disponivel em: <https://doi.org/10.3390/agronomy9050256>.

COOMEY, J. H.; SIBOUT, R.; HAZEN, S. P. Grass secondary cell walls, Brachypodium
distachyon as a model for discovery. New Phytologist, 2020, 227(6), 1649-1667.
https://doi.org/10.1111/nph.16603.

DA SILVA, A. R. G.; TORRES ORTEGA, C. E.; RONG, B. G. Techno-economic analysis of
different pretreatment processes for lignocellulosic-based bioethanol production. Bioresource
Technology, v. 218, p. 561-570, 2016.

DALENA, F.; SENATORE, A.; BASILE, M.; MARINO, D.; BASILE, A. From sugars to
ethanol-from agricultural wastes to algal sources: An overview. [s.l.] Elsevier Inc., 2019.
3-34 p.

DE BUCK, S.; DE PAEPE, A.; DEPICKER, A. Transgene Expression in Plants , Control of.
In: CHRISTOU, P.; SAVIN, R.; COSTA-PIERCE, B. A.; MISZTAL, |.; WHITELAW, C. B.
A. Sustainable food production. New York, NY: Springer New York, 2013. p. 1570-1593.

DE C. L. E PENALVA SANTOS, D.; CORREA, C.; AMARAL ALVES, Y.; GOMES
SOUZA, C.; A. MANCEBO BOLOY, R. Brazil and the world market in the development of
technologies for the production of second-generation ethanol. Alexandria Engineering
Journal, v. 67, p. 153-170, 2023. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.aej.2022.09.004>.

OLIVEIRA, D. M.; FINGER-TEIXEIRA, A.; RODRIGUES MOTA, T.; SALVADOR, V. H,;



93

MOREIRA-VILAR, F. C.; CORREA MOLINARI, H. B.; CRAIG MITCHELL, R. A,
MARCHIOSI, R.; FERRARESE-FILHO, O.; DANTAS DOS SANTOS, W. Ferulic acid: A
key component in grass lignocellulose recalcitrance to hydrolysis. Plant Biotechnology
Journal, v. 13, n. 9, p. 1224-1232, 2015.

DE SOUZA, W. R.; MARTINS, P. K.; FREEMAN, J.; PELLNY, T. K.; MICHAELSON, L.
V.; SAMPAIO, B. L.; VINECKY, F.; RIBEIRO, A. P.; DA CUNHA, B. A. D. B;
KOBAYASHI, A. K.; DE OLIVEIRA, P. A.; CAMPANHA, R. B.; PACHECO, T. F,;
MARTARELLO, D. C. I.; MARCHIOSI, R.; FERRARESE-FILHO, O.; DOS SANTOS, W.
D.; TRAMONTINA, R.; SQUINA, F. M.; CENTENO, D. C.; GASPAR, M.; BRAGA, M. R;;
TINE, M. A. S.; RALPH, J.; MITCHELL, R. A. C.; MOLINARI, H. B. C. Suppression of a
single BAHD gene in Setaria viridis causes large, stable decreases in cell wall feruloylation and

increases biomass digestibility. New Phytologist, v. 218, n. 1, p. 81-93, 2018.

DE SOUZA, W. R.; PACHECO, T. F.; DUARTE, K. E.; SAMPAIO, B. L.; DE OLIVEIRA
MOLINARI, P. A.; MARTINS, P. K.; SANTIAGO, T. R.; FORMIGHIERI, E. F.; VINECKY,
F.; RIBEIRO, A. P.; DA CUNHA, B. A. D. B.; KOBAYASHI, A. K.; MITCHELL, R. A. C,
DE SOUSA RODRIGUES GAMBETTA, D.; MOLINARI, H. B. C. Silencing of a BAHD
acyltransferase in sugarcane increases biomass digestibility. Biotechnology for Biofuels, v. 12,
n. 1, p. 1-14, 2019. Disponivel em: <https://doi.org/10.1186/s13068-019-1450-7>.

DEGREENIA, J.; WYNNE, G. Report Name : Biofuels Annual - Brazil. Unites States
Department of Agriculture Foreign Agriculture Service, n. April 2020, p. 11, 2023.

Disponivel em: <https://www.fas.usda.gov/data/malaysia-biofuels-annual-3>.

ERMAWAR, R. A.; COLLINS, H. M.; BYRT, C. S.; HENDERSON, M.; O'DONOVAN, L.
A.; SHIRLEY, N. J.; SCHWERDT, J. G.; LAHNSTEIN J., FINCHER, G. B.; BURTON, R. A.
Genetics and physiology of cell wall polysaccharides in the model C4 grass, Setaria viridis spp.
BMC plant biology, vol. 15 236. 2 Oct. 2015, doi:10.1186/s12870-015-0624-0.

EUDES, A.; DUTTA, T.; DENG, K.; JACQUET, N.; SINHA, A.; BENITES, V. T.; BAIDOO,
E. E. K;; RICHE, A.; SATTLER, S. E.; NORTHEN, T. R.; SINGH, S.; SIMMONS, B. A;;
LOQUE, D. ShCOMT (Bmr12) is involved in the biosynthesis of tricin-lignin in sorghum.
PL0oS ONE, v. 12, n. 6, p. 1-11, 2017.

FAN, L.; LINKER R.; GEPSTEIN S.; TANIMOTO E.; YAMAMOTO R.; NEUMANN P. M.

Progressive inhibition by water deficit of cell wall extensibility and growth along the elongation



94

zone of maize roots is related to increased lignin metabolism and progressive stelar
accumulation of wall phenolics. Plant Physiol, 2006, 140, 603-612. doi:
10.1104/pp.105.073130.

FOSTER, C. E.; MARTIN, T. M.; PAULY, M. Comprehensive compositional analysis of plant
cell walls (Lignocellulosic biomass) part Il: Carbohydrates. Journal of Visualized
Experiments, n. 37, p. 10-13, 2010.

GALLEGO-GIRALDO, L.; POSE, S.; PATTATHIL, S.; PERALTA, A. G.; HAHN, M. G.;
AYRE, B. G.; SUNUWAR, J.; HERNANDEZ, J.; PATEL, M.; SHAH, J.; RAO, X.; KNOX,
J. P.; DIXON, R. A. Elicitors and defense gene induction in plants with altered lignin
compositions. New Phytologist, v. 219, n. 4, p. 1235-1251, 2018.

GARCIA, T. C.; DURAND-MORAT, A.; YANG, W.; POPP, M.; SCHRECKHISE, W.
Consumers’ willingness to pay for second-generation ethanol in Brazil. Energy Policy, v. 161,
p. 112729, 2022. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.enpol.2021.112729>.

GARDINER, J. C.; TAYLOR, N. G.; TURNER, S. R. Control of cellulose synthase complex
localization in developing xylem. Plant Cell, v. 15, n. 8, p. 1740-1748, 2003.

GOUVEIA-FIGUEIRA, S. C.; CASTILHO, P. C. Phenolic screening by HPLC-DAD-
ESI/MSn and antioxidant capacity of leaves, flowers and berries of Rubus grandifolius Lowe,
Industrial Crops and Products, Vol 73, 2015, p. 28-40, ISSN 0926-6690,
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2015.03.022.

GRABBER, J. H.; DAVIDSON, C.; TOBIMATSU, Y.; KIM, H.; LU, F.; ZHU, Y.
OPIETNIK, M.; SANTORO, N.; FOSTER, C. E.; YUE, F.; RESS, D.; PAN, X.; RALPH, J.
Structural features of alternative lignin monomers associated with improved digestibility of
artificially lignified maize cell walls. Plant Science, v. 287, n. September 2018, p. 110070,
2019. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2019.02.004>.

GRAYER, R. J.; KITE, G. C.; ABOU-ZAID, M.; ARCHER, L. J. The application of
atmospheric pressure chemical ionisation liquid chromatography—mass spectrometry in the
chemotaxonomic study of flavonoids: characterisation of flavonoids from Ocimum
gratissimum var. gratissimum. Phytochemical analysis, Vol 11, Issue 4, July/August 2000,
Pages 257-267.

GUAN, H.; LUO, W.; BAO, B.; CAO, Y.; CHENG, F.; YU, S.; FAN, Q.; ZHANG, L.; WU,
Q.; SHAN, M. A Comprehensive Review of Rosmarinic Acid: From Phytochemistry to



95

Pharmacology and Its New Insight. Molecules, 2022, 27, 3292. Disponivel em:
<https://doi.org/10.3390/molecules27103292>.

HAAS, K. T.; PEAUCELLE, A. From monocots to dicots: The multifold aspect of cell wall
expansion. Journal of Experimental Botany, v. 72, n. 5, p. 1511-1513, 2021.

HALPIN, C. Lignin engineering to improve saccharification and digestibility in grasses.
Current Opinion in Biotechnology, v. 56, p. 223-229, 2019. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.copbio.2019.02.013>.

HERNANDEZ-BLANCO, C.; FENG, D. X.; HU, J; SANCHEZ-VALLET, A;
DESLANDES, L.; LLORENTE, F.; BERROCAL-LOBO, M.; KELLER, H.; BARLET, X,
SANCHEZ-RODRIGUEZ, C.; ANDERSON, L. K.; SOMERVILLE, S.; MARCO, Y.
MOLINAA, A. Impairment of cellulose synthases required for Arabidopsis secondary cell wall

formation enhances disease resistance. Plant Cell, v. 19, n. 3, p. 890-903, 2007.

HERNANDEZ-LOPEZ A.; DANIEL A.; FELIZ, S.; SIERRA, Z.; BRAVO, I. G.; DINKOVA,
T. D.; AVILA-ALEJANDRE, A. Quantification of Reducing Sugars Based on the Qualitative
Technique of Benedict. ACS Omega, 2020, 5 (50), 32403-32410, DOI:
10.1021/acsomega.0c04467.

HORTSCH, R.; CORVO, P. The Biorefinery Concept: Producing Cellulosic Ethanol from
Agricultural Residues. Chemie-Ingenieur-Technik, v. 92, n. 11, p. 1803-1809, 2020.

HOU, X., SHAO, F., MA, Y.; LU, S. The phenylalanine ammonia-lyase gene family in Salvia
miltiorrhiza: genome-wide characterization, molecular cloning and expression analysis. Mol
Biol Rep 40, 4301-4310 (2013). https://doi.org/10.1007/s11033-013-2517-3.

HOENGENAERT, L.; WOUTERS, M.; KIM, H.; DE MEESTER, B.; MORREEL, K,
VANDERSYPPE, S.; POLLIER, J.; DESMET, S.; GOEMINNE, G.; RALPH, J.; BOERJAN,
W.; VANHOLME, R. Overexpression of the scopoletin biosynthetic pathway enhances
lignocellulosic  biomass processing. Science Advances, 2022. v. 8, n. 28,
10.1126/sciadv.abo5738.

HUANG, J.; GU, M.; LAI, Z.; FAN, B.; SHI, K.; ZHOU, Y. H.; YU, J. Q.; CHEN, Z.
Functional analysis of the Arabidopsis PAL gene family in plant growth, development, and
response to environmental stress. Plant Physiology, v. 153, n. 4, p. 1526-1538, 2010.

JONSSON, L. J.; MARTIN, C. Pretreatment of lignocellulose: Formation of inhibitory by-



96

products and strategies for minimizing their effects. Bioresource Technology, v. 199, p. 103—
112, 2016.

JUNG, J. H.; ALTPETER, F. TALEN mediated targeted mutagenesis of the caffeic acid O-
methyltransferase in highly polyploid sugarcane improves cell wall composition for production
of bioethanol. Plant Molecular Biology, v. 92, n. 1-2, p. 131-142, 2016. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1007/s11103-016-0499-y>.

JIANG, Y. Q.; FANG, Z. X.; LEONARD, W.; ZHANG, P. Z. Phenolic compounds in Lycium
berry: composition, health benefits and industrial applications. Journal of Functional Foods,
1756-4646, 77, 2021, DOI 10.1016/j.jff.2020.104340.

KARUNARATHNA, M. S.; SMITH, R.C. Valorization of Lignin as a Sustainable Component
of Structural Materials and Composites: Advances from 2011 to 2019. Sustainability, 2020,
12, 734. Disponivel em: <https://doi.org/10.3390/su12020734>.

KIM, J. S.; LEE, Y. Y.; KIM, T. H. A review on alkaline pretreatment technology for
bioconversion of lignocellulosic biomass, Bioresource Technology, vol 199, 2016, p. 42-48,
ISSN 0960-8524, https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.08.085.

KIM, Y. B.; KIM, J. K.; UDDIN, M. R.; XU, H.; PARK, W. T.; TUAN, P. A_; LI, X.; CHUNG,
E.; LEE, J. H.; PARK, S. U. Metabolomics Analysis and Biosynthesis of Rosmarinic Acid in
Agastache rugosa Kuntze Treated with Methyl Jasmonate. PLoS ONE, v. 8, n. 5, p. 1-8, 2013.

KISA, D.; ELMASTAS, M.; OZTURK, L.; KAYIR, O. Responses of the phenolic compounds
of Zea mays under heavy metal stress. Appl. Biol. Chem. 2016, 59, 813-820. doi:
10.1007/s13765-016-0229-9.

KISHIMOTO, T.; URAKI, Y.; UBUKATA, M. Easy synthesis of 3-O-4 type lignin related
polymers. Organic & Biomolecular Chemistry, 2005, 1067 — 1073, v. 3, n. 6,
http://dx.doi.org/10.1039/B416699J.

KORDALA, N.; WALTER, M.; BRZOZOWSKI, B.; LEWANDOWSKA, M. 2G-biofuel
ethanol: an overview of crucial operations, advances and limitations. Biomass Conversion and
Biorefinery, v. 14, n. 3, p. 2983-3006, 2024. Disponivel em: <https://doi.org/10.1007/s13399-
022-02861-y>.

LATA, C.; GUPTA, S.; PRASAD, M. Foxtail millet: A model crop for genetic and genomic
studies in bioenergy grasses. Critical Reviews in Biotechnology, v. 33, n. 3, p. 328-343, 2013.



97

LEVSH, O.; PLUSKAL, T.; CARBALLO V.; MITCHELL A. J.; WENG J. K. Independent
evolution of rosmarinic acid biosynthesis in two sister families under the Lamiids clade of
flowering plants. J Biol Chem. 2019, Oct 18; 294(42): 15193-15205. doi: 10.1074/jbc.

LIU Q. Q.; ZHENG L.; HE F.; ZHAO F. J.; SHEN, Z. G.; ZHENG, L. Q. Transcriptional and
physiological analyses identify a regulatory role for hydrogen peroxide in the lignin
biosynthesis of copper-stressed rice roots. Plant Soil, 2015. V. 387, 323-336. doi:
10.1007/s11104-014-2290-7.

LIU, Q.; LUO, L.; ZHENG, L. Lignins: Biosynthesis and biological functions in plants.

International Journal of Molecular Sciences, v. 19, n. 2, 2018.

LIU, T.; MIAO, P.; SHI, Y.; TANG, K. H. D.; YAP, P. S. Recent advances, current issues and
future prospects of bioenergy production: A review. Science of the Total Environment, v.
810, p. 152181, 2022. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.152181>.

LOPES, M. L.; PAULILLO, S. C. de L.; GODOY, A.; CHERUBIN, R. A.; LORENZI, M. S;;
GIOMETTI, F. H. C.; BERNARDINO, C. D.; DE AMORIM NETO, H. B.; DE AMORIM, H.
V. Ethanol production in Brazil: a bridge between science and industry. Brazilian Journal of
Microbiology, V. 47, p. 6476, 2016. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.bjm.2016.10.003>.

LIU J.; WAN Y.; ZHAO Z.; CHEN, H. Determination of the content of rosmarinic acid by
HPLC and analytical comparison of volatile constituents by GC-MS in different parts of Perilla
frutescens (L.) Britt. Chem Cent J. 2013 Apr 1;7(1):61. doi: 10.1186/1752-153X-7-61.

LOQUE, D.; SCHELLER, H. V.; PAULY, M. Engineering of plant cell walls for enhanced
biofuel production. Current Opinion in Plant Biology, v. 25, p. 151-161, 2015.

LU, F.; WANG, C.; CHEN, M., YUE, F.; RALPH, J. A facile spectroscopic method for
measuring lignin content in lignocellulosic biomass. Green Chemistry, v. 23, p. 5106-5112,
2021. Disponivel em: <https://doi.org/10.1039/D1GC01507A>.

MADEIRA F.; MADHUSOODANAN, N.; LEE J.; EUSEBI A.; NIEWIELSKA A.; TIVEY
A.R. N.; LOPEZ, R.; BUTCHER S. The EMBL-EBI Job Dispatcher sequence analysis tools
framework in 2024. Nucleic Acids Res. 2024. Jul; 52(W1):W521-W525. doi:
10.1093/nar/gkae241. PMID: 38597606; PMCID: PMC11223882.

MAEDA, H. Lignin biosynthesis: Tyrosine shortcut in grasses. Nature Plants 2, 16080 (2016).



98

https://doi.org/10.1038/nplants.2016.80.

MANGA-ROBLES A.; SANTIAGO, R.; MALVAR, R. A;; MORENO-GONZALEZ, V.;
FORNALE, S.; LOPEZ, I. Elucidating compositional factors of maize cell walls contributing
to stalk strength and lodging resistance. Plant Sci. 2021. 307. doi:
10.1016/j.plantsci.2021.110882.

MARTIN, A.P.; PALMER, W.M.; BROWN, C. A developing Setaria viridis internode: an
experimental system for the study of biomass generation in a C4 model species. Biotechnol
Biofuels 9, 45 (2016). https://doi.org/10.1186/5s13068-016-0457-6.

MARTINS, P. K.; CUNHA, B. A. D. B.; KOBAYSHI, A. K.; MOLINARI, H. B. C. Setaria
viridis as a Model Plant for Functional Genomic Studies in C4 Crops. In: KUMAR, S,;
BARONE, P.; SMITH, M. Transgenic Plants: Methods and Protocols. Methods in Molecular
Biology. 1. ed. New York, NY: Springer New York, 2018. p. 49-65.

MARTINS, P. K.; MAFRA, V.; DE SOUZA, W. R.; RIBEIRO, A. P.; VINECKY, F.; BASSO,
M. F.; DA CUNHA, B. A. D. B.; KOBAYASHI, A. K.; MOLINARI, H. B. C. Selection of
reliable reference genes for RT-gPCR analysis during developmental stages and abiotic stress
in Setaria viridis. Scientific Reports, v. 6, n. May, p. 1-10, 2016. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1038/srep28348>.

MARTINS, P. K.; RIBEIRO, A. P.; CUNHA, B. A. D. B. Da; KOBAYASHI, A. K,
MOLINARI, H. B. C. A simple and highly efficient Agrobacterium-mediated transformation
protocol for Setaria viridis. Biotechnology Reports, v. 6, p. 41-44, 2015. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.btre.2015.02.002>.

MENG, X.; RAGAUSKAS, A. J. Recent advances in understanding the role of cellulose
accessibility in enzymatic hydrolysis of lignocellulosic substrates. Current Opinion in
Biotechnology, V. 27, p. 150-158, 2014. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.copbio.2014.01.014>.

MOREIRA-VILAR, F. C.; SIQUEIRA-SOARES, R. D. C.; FINGER-TEIXEIRA, A.; DE
OLIVEIRA, D. M.; FERRO, A. P.; DA ROCHA, G. J.; FERRARESE, M. D. L. L.; DOS
SANTOS, W. D.; FERRARESE-FILHO, O. The acetyl bromide method is faster, simpler and
presents best recovery of lignin in different herbaceous tissues than klason and thioglycolic acid
methods. PLoS ONE, v. 9, n. 10, 2014.

MOTTIAR, Y.; VANHOLME, R.; BOERJAN, W.; RALPH, J.; MANSFIELD, S. D. Designer



99

lignins: Harnessing the plasticity of lignification. Current Opinion in Biotechnology, v. 37,
p. 190-200, 2016. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.copbio.2015.10.009>.

OLIVEIRA, D. M.; MOTA, T. R.; GRANDIS, A.; DE MORAIS, G. R.; DE LUCAS, R. C;
POLIZELI, M. L. T. M.; MARCHIOSI, R.; BUCKERIDGE, M. S.; FERRARESE-FILHO, O.;
DOS SANTOS, W. D. Lignin plays a key role in determining biomass recalcitrance in forage
grasses. Renewable Energy, v. 147, p. 2206-2217, 2020.

PERACCHI L. M.; PANAHABADI, R.; BARROS-RIQOS, J.; BARTLEY, L. E.; SANGUINET,
K. A. Grass lignin: biosynthesis, biological roles, and industrial applications. Frontiers in
Plant Science. v. 15, 2024. ISSN. 1664-462X, doi:10.3389/fpls.2024.1343097.

PETERSEN, M.; ABDULLAH, Y.; BENNER, J.; EBERLE, D.; GEHLEN, K.; HUCHERIG,
S.; JANIAK, V.; KIM, K. H.; SANDER, M.; WEITZEL, C.; WOLTERS, S. Evolution of
rosmarinic acid biosynthesis. Phytochemistry, v. 70, n. 15-16, p. 1663-1679, 20009.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2009.05.010>.

PINTO, L. da S. Fenilpropanoides da Paspalum atratum. 2015. 84 f. Dissertacdo (mestrado) -
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Instituto de Quimica., 2015.

PROTHMANN, J.; LI, K.; HULTEBERG, C.; SPEGEL, P.; SANDAHL, M.; TURNER, C.
Nontargeted Analysis Strategy for the Identification of Phenolic Compounds in Complex
Technical  Lignin  Samples. ChemSusChem, 13(17), 2020, 4605-4612.
https://doi.org/10.1002/cssc.202000951.

RALPH, J. Hydroxycinnamates in lignification. Phytochemistry Reviews, v. 9, n. 1, p. 65-83,
2010.

RALPH, J.; LAPIERRE, C.; BOERJAN, W. Lignin structure and its engineering, Current
Opinion in Biotechnology, vol. 56, 2019, p. 240-249, ISSN 0958-1669, Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.copbio.2019.02.019>.

ROBAK, K.; BALCEREK, M. Current state-of-the-art in ethanol production from
lignocellulosic feedstocksMicrobiological ResearchElsevier GmbH., 2020. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.micres.2020.126534>.

SCHMITTGEN, T. D.; LIVAK, K. J. Analyzing real-time PCR data by the comparative CT
method. Nature Protocols, v. 3, n. 6, p. 1101-1108, 2008.

SHAFIEI, R.; HOOPER, M.; MCCLELLAN, C.; OAKEY, H.; STEPHENS, J.; LAPIERRE,



100

C.; TSUJI, Y.; GOEMINNE, G.; VANHOLME, R.; BOERJAN, W.; RALPH, J.; HALPIN, C.
Downregulation of barley ferulate 5-hydroxylase dramatically alters straw lignin structure
without impact on mechanical properties. Frontiers in Plant Science, v. 13, n. January, p. 1-
15, 2023.

SILVEIRA, M. R. S. da.; OSTER, A. H.; MOURA, C. F. H,; SILVA, E. de O.; SILVA, L. M.
A.; SOUSA, A. E. D. de; Protocolos para avaliacdo das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas,
dos compostos bioativos e atividade antioxidante do peddnculo do caju. Embrapa

Agroindustria Tropical. 43 p. 2018.

SOLTANIAN, S.; AGHBASHLO, M.; ALMASI, F.; HOSSEINZADEH-BANDBAFHA, H.;
NIZAMI, A. S.; OK, Y. S.; LAM, S. S.; TABATABAEI, M. A critical review of the effects of
pretreatment methods on the exergetic aspects of lignocellulosic biofuels. Energy Conversion
and Management, v. 212, n. February, p. 112792, 2020. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.enconman.2020.112792>.

SOMERVILLE, C. Cellulose synthesis in higher plants. Annual Review of Cell and
Developmental Biology, v. 22, p. 53-78, 2006.

STUDER, M. H.; DEMARTINI, J. D.; DAVIS, M. F.; SYKES, R. W.; DAVISON, B.;
KELLER, M.; TUSKAN, G. A.; WYMAN, C. E. Lignin content in natural Populus variants
affects sugar release. Proc Natl Acad Sci U S A. 2011;108(15):6300-5.

SUN, S.; SUN, S.; CAO, X.; SUN, R. The role of pretreatment in improving the enzymatic
hydrolysis of lignocellulosic materials. Bioresource Technology, v. 199, p. 49-58, 2016.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2015.08.061>.

TAN, L.; SUN, W.; LI, X.; ZHAO, J.; QU, Y.; CHOO, Y. M.; LOH, S. K. Bisulfite pretreatment
changes the structure and properties of oil palm empty fruit bunch to improve enzymatic
hydrolysis and bioethanol production. Biotechnol J. 2015; 10(6):915-25.

TOBIMATSU, Y.; ELUMALAL S.; GRABBER, J. H.; DAVIDSON, C. L.; PAN, X.; RALPH,
J. Hydroxycinnamate conjugates as potential monolignol replacements: In vitro lignification

and cell wall studies with rosmarinic acid. ChemSusChem, v. 5, n. 4, p. 676-686, 2012.

TROCSANYI, E.; GYORGY, Z.; ZAMBORINE-NEMETH, E. New insights into rosmarinic
acid biosynthesis based on molecular studies. Current Plant Biology, v. 23, n. January, p.
100162, 2020. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.cpb.2020.100162>.



101

VANHOLME, R.; CESARINO, I.; RATAJ, K.; XIAO, Y.; SUNDIN, L.; GOEMINNE, G.;
KIM, H.; CROSS, J.; MORREEL, K.; ARAUJO, P.; WELSH, L.; HAUSTRAETE, J,;
MCCLELLAN, C.; VANHOLME, B.; RALPH, J.; SIMPSON, G. G.; HALPIN, C,;
BOERJAN, W. Caffeoyl shikimate esterase (CSE) is an enzyme in the lignin biosynthetic
pathway in arabidopsis. Science, v. 341, n. 6150, p. 1103-1106, 2013.

VANHOLME, R.; DE MEESTER, B.; RALPH, J.; BOERJAN, W. Lignin biosynthesis and its
integration into metabolism. Current Opinion in Biotechnology, v. 56, p. 230-239, 2019.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.copbio.2019.02.018>.

VANHOLME, R.; DEMEDTS, B.; MORREEL, K.; RALPH, J.; BOERJAN, W. Lignin
biosynthesis and structure. Plant Physiology, v. 153, n. 3, p. 895-905, 2010.

VEGA-SANCHEZ, M. E.; RONALD, P. C. Genetic and biotechnological approaches for
biofuel crop improvement. Current Opinion in Biotechnology, v. 21, n. 2, p. 218-224, 2010.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.copbio.2010.02.002>.

VERMAAS, J. V.; CROWLEY, M. F.; BECKHAM, G. T. A Quantitative Molecular Atlas for
Interactions Between Lignin and Cellulose. ACS Sustainable Chemistry & Engineering,
2019, 7 (24), 19570-19583, DOI: 10.1021/acssuschemeng.9b04648

VOINICIUC, C.; PAULY, M.; USADEL, B. Monitoring polysaccharide dynamics in the plant
cell wall. Plant Physiology, v. 176, n. 4, p. 2590-2600, 2018.

WAGNER, A.; DONALDSON, L.; KIM, H.; PHILLIPS, L.; FLINT, H.; STEWARD, D,
TORR, K.; KOCH, G.; SCHMITT, U.; RALPH, J. Suppression of 4-coumarate-CoA ligase in
the coniferous gymnosperm Pinus radiata. Plant Physiology, v. 149, n. 1, p. 370-383, 2009.

WEITZEL, C.; PETERSEN, M. Cloning and characterisation of rosmarinic acid synthase from
Melissa officinalis L. Phytochemistry, v. 72, n. 7, p. 572-578, 2011. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2011.01.039>.

XIAO, Y.; ZHANG, L.; GAO, S.; SAECHAO, S.; DI, P.; CHEN, J.; CHEN, W. The c4h, tat,
hppr and hppd genes prompted engineering of rosmarinic acid biosynthetic pathway in Salvia
miltiorrhiza hairy root cultures. PLoS ONE, v. 6, n. 12, 2011.

ZHANG, J. H.; LY, H. Z.; LIU, W. J.; JI A. J.; ZHANG, X.; SONG, J.Y.; LUO, H. M.; CHEN,
S. L. bHLH transcription factor SmbHLH92 negatively regulates biosynthesis of phenolic acids
and tanshinones in Salvia miltiorrhiza. Chin Herb Med. 2020 Apr 19;12(3):237-246. doi:



102

10.1016/j.chmed.2020.04.001. PMID: 36119017; PMCID: PMC9476745.

ZHANG, B.; GAO, Y.; ZHANG, L.; ZHOU, Y. The plant cell wall: Biosynthesis, construction,
and functions. Journal of Integrative Plant Biology, v. 63, n. 1, p. 251-272, 2021.

ZHANG, L.; ZHOU, Y.; ZHANG, B. Xylan-directed cell wall assembly in grasses. Plant
Physiology, v. 194, n. 4, p. 2197-2207, 2024. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1093/plphys/kiad665>.

ZHAO, X. Q.; GUO, S.; YAN, H.; LU, Y. Y.; ZHANG, F. QIAN, D.W.; WANG, H. Q,;
DUAN, J. A. Analysis of phenolic acids and flavonoids in leaves of Lycium barbarum from
different habitats by ultra-high-performance liquid chromatography coupled with triple
quadrupole tandem mass spectrometry. Biomed Chromatogr. 2019 Aug;33(8):e4552. doi:
10.1002/bmc.4552. Epub 2019 Jun 3. PMID: 30985939.

YAN, C.; LI C.; JIANG, M.; XU, Y.; ZHANG, S.; HU, X.; CHEN, Y.; LU, S. Systematic
characterization of gene families and functional analysis of PvRAS3 and PvRAS4 involved in
rosmarinic acid biosynthesis in Prunella vulgaris. Frontiers in Plant Science, 15, 2024, 1664-
462X, DOI=10.3389/fpls.2024.1374912.

YAN, G.; KAISER, K. A rapid and sensitive method for the analysis of lignin phenols in
environmental samples using ultra-high performance liquid chromatography-electrospray
ionization-tandem mass spectrometry with multiple reaction monitoring, Analytica Chimica
Acta, Volume 1023, 2018, Pages 74-80, ISSN 0003-2670,
https://doi.org/10.1016/j.aca.2018.03.054.

YANG, B.; WYMAN, C. E. BSA Treatment to enhance enzymatic hydrolysis of cellulose in
lignincontaining substrates, Biotechnol. Bioeng., 94 (4) (2006), pp. 611-617.

YAMAMOTO, F.Y.; PEREZ-LOPEZ, C.; LOPEZ-ANTIA, A. Linking MS1 and MS2 signals
in positive and negative modes of LC-HRMS in untargeted metabolomics using the ROIMCR
approach. Anal Bioanal Chem 415, 6213-6225 (2023). https://doi.org/10.1007/s00216-023-
04893-3.

YE, M.; YANG, W. Z,; LIU, K. D.; QIAQO, X.; LI, B. J.; CHENG, J.; FENG, J.; GUO, D. A,
ZHAO, Y. Y. Characterization of flavonoids in Millettia nitida var. hirsutissima by
HPLC/DAD/ESI-MSn, Journal of Pharmaceutical Analysis, Volume 2, Issue 1, 2012, Pages
35-42, ISSN 2095-1779, https://doi.org/10.1016/j.jpha.2011.09.0009.



103

Anexo | — Representacao dos vetores e sequéncias

Figura 1 — Representacdo esquematica do vetor E430.

\;me gspectinomicing
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o,

E430
16153 bp

Nota: Espectinomicina, gene de resisténcia ao antibiético; LB, left border ou borda esquerda; pOsAct,
promotor; Kozak, sinal traducional sitio Kozak; hptll, gene de resisténcia a Higromicina, dois sitios e
um intron; p35Sm, promotor; SYHPPR, gene; pZmUbi, promotor; SmTAT, gene; Nos-T, terminador;
RB, right border ou borda direita; ColE1, origem de replicacéo E. coli; pVS1, origem de replicacao para

A. tumefaciens.

Fonte: do autor (2024).
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Figura 2 — Representacdo esquematica do vetor E432.

E432

16880 bp

Nota: Espectinomicina, gene de resisténcia ao antibiotico; LB, left border ou borda esquerda; pOsAct,
promotor; Kozak, sinal traducional sitio Kozak; hptll, gene de resisténcia & Higromicina, dois sitios e
um intron; pIRX1, promotor; SYHPPR, gene; pIRX5 promotor; SmTAT, gene; Nos-T, terminador; RB,
right border ou borda direita; ColE1, origem de replicagdo E. coli; pVS1, origem de replicagdo para A.

tumefaciens.

Fonte: do autor (2024).
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pOsAct — Sequéncia otimizada de CDS promotor de actina em Oryza sativa otimizado para
plantas monocotileddneas, presente na construcdo como promotor do gene de resisténcia a

Higromicina. Presente nas duas construcoes, E430 e E432.

tcgaggtcattcatatgcttgagaagagagtcgggatagtccaaaataaaacaaaggtaagattacctggtcaaaagtgaaaacatcagttaaaaggtggtataaagt
aaaatatcggtaataaaaggtggcccaaagtgaaatttactcttttctactattataaaaattgaggatgtttttgtcggtactttgatacgtcatttttgtatgaattggttttta
agtttattcgcttttggaaatgcatatctgtatttgagtcgggttttaagttcgtttgcttttgtaaatacagagggatttgtataagaaatatctttaaaaaaacccatatgcta
atttgacataatttttgagaaaaatatatattcaggcgaattctcacaatgaacaataataagattaaaatagctttccccecgttgcagegceatgggtattttttctagtaaaa
ataaaagataaacttagactcaaaacatttacaaaaacaacccctaaagttcctaaagcccaaagtgctatccacgatccatagcaagcccageccaacccaacccea
acccaacccaccccagtccagccaactggacaatagtctccacacccccccactatcaccgtgagttgtccgecacgcaccgeacgtetcgcagccaaaaaaaaaa
aaagaaagaaaaaaaagaaaaagaaaaaacagcaggtgggtccgggtcgtgggggecggaaacgcgaggaggatcgecgagecagegacgaggecggecc
tcectecgcttccaaagaaacgecccccatcgecactatatacataccceeccctetccteccatcceecccaaccctaccaccaccaccaccaccacctccacctect
cceccctegetgecggacgacgagcetectcecececteeecctecgecgecgecgegecggtaaccacceecgeccctetectetticttteteegttttttttttccgtet

cggtctcgatctttggccttggtagtttgggtgggcgagaggcggcttcgtgegegeccagatcggtgcgcgggaggggegggatctcgeggetggggeteteg

ccggcgtggatccggeccggatctcgcggggaatggggctetcggatgtagatctgcgatccgecgttgtigggggagatgatggggggtitaaaatttccgecat
gctaaacaagatcaggaagaggggaaaagggcactatggtttatatttttatatatttctgctgcttcgtcaggcttagatgtgctagatctttctttcttctttttgtgggtag
aatttgaatccctcagcattgttcatcggtagtttttcttttcatgatttgtgacaaatgcagcctcgtgcggagcttttttgtaggta

hptll — Sequéncia otimizada de CDS gene de resisténcia ao antibidtico Higromicina,
hygromycin phosphotransferase Il. Presente nas duas construgdes, E430 e E432.

ccgaaatgaagaaaccggagctgaccgecacttccgtcgaaaagttcctcatcgagaagtttgatagegtgtetgaccttatgcagttgtcggagggcegaagagte

ccgegcegttcagctttgatgttggcgggegegggtacgtectecgegtgaactcttgegetgacggcttctataaagatcggtacgtttacaggceatttegectegge

ggccctgectattcccgaagtectcgacatcggegagttttccgagagecttacgtattgtatttcccgecgggetcaaggggtgaccetecaggatetgccggaaa
ctgagttgcctgeggttetccageccgtegecgaggcetatggacgecatcgecgeggeggatetttctcaaacgtcgggcettegggecgttcggecctcaggggat
tggccagtacaccacttggagggactttatctgcgctatcgccgatccgeacgtgtatcattggcaaaccgttatggacgatacggtctccgegagegtggeccagg
ctctggacgaactcatgttgtgggecgaggattgecccgaggtaagtttctgcttctacctttgatatatatataataattatcattaattagtagtaatataatatttcaaata
tttttttcaaaataaaagaatgtagtatatagcaattgcttttctgtagtttataagtgtgtatattttaatttataacttttctaatatatgaccaaaatttgttgatgtgcaggtcc

gccacctggttcatgeggacttcggetcetaataacgtgctcaccgataatgggeggattactgecgteatcgactggtecgaagetatgtttggegattcgeagtacg

aagtggcgaacattttcttctggaggecttggcttgcectgcatggaacagcaaacgegcetactttyagcggaggeacceggagetggeggggteteceegectcag
ggcctatatgttgcggatcggectcgaccagcetttaccagteectggttgatgggaatttcgacgatgctgectgggegcaaggecgctgtgacgctattgtcagga

gcggegeggggaccgtgggecgeactcagatcgeccggeggteggcetgecgtttggacggatgggtgegtcgaagtgetegeggacageggcaacaggegg
ccttccaccecgeccgegggecaaggagtga

hptll — Sequéncia de aminoacidos

MKKPELTATSVEKFLIEKFDSVSDLMQLSEGEESRAFSFDVGGRGYVLRVNSCADGFYKDRYVYRHFA
SAALPIPEVLDIGEFSESLTYCISRRAQGVTLQDLPETELPAVLQPVAEAMDAIAAADLSQTSGFGPFGPQ
GIGQYTTWRDFICAIADPHVYHWQTVMDDTVSASVAQALDELMLWAEDCPEVSFCFYL*YIYNNYH*L
VVI*YFKYFFQNKRM*YIAIAFL*FISVYILIYNFSNI*PKFVDVQVRHLVHADFGSNNVLTDNGRITAVID
WSEAMFGDSQYEVANIFFWRPWLACMEQQTRYFERRHPELAGSPRLRAYMLRIGLDQLYQSLVDGNF
DDAAWAQGRCDAIVRSGAGTVGRTQIARRSAAVWTDGCVEVLADSGNRRPSTRPRAKE*

p35S — Sequéncia otimizada de CDS promotor CaMV 35S modificado para otimizacdo de

expressao em monocotileddneas. Utilizado para superexpressao do gene SYHPPR na construgédo

E430.

ggtccgattgagacttttcaacaaagggtaatatccggaaacctectcggattecattgeccagetatetgtcactttattgtgaagatagtggaaaaggaaggtgget
cctacaaatgccatcattgcgataaaggaaaggccatcgttgaagatgcctctgccgacagtggtcccaaagatggacccccacccacgaggageatcgtggaaa
aagaagacgttccaaccacgtcttcaaagcaagtggattgatgtgatggtccgattgagacttttcaacaaagggtaatatccggaaacctectcggattecattgece
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agctatctgtcactttattgtgaagatagtggaaaaggaaggtggctcctacaaatgccatcattgcgataaaggaaaggcecatcgttgaagatgcctctgccgacag
tggtcccaaagatggacccccacccacgaggagcatcgtggaaaaagaagacgttccaaccacgtcticaaagcaagtggattgatgtgatatctccactgacgta
agggatgacgcacaatcccactatccttcgcaagacccttcetctatataaggaagttcatttcatttggagaggacacgctgacaagcetgactctagcagatcectcta
gaaccatcttccacacactcaagccacactattggagaacacacagggacaacacaccataagatccaagggaggcectcecgecgecgecggtaaccaccccge
ccctetectctttctttcteegtttttttttccgtctcggtcetcgatctttggecttggtagtttgggtgggcgagaggceggcettcgtgecgegeccagatcggtgegeggga
ggggcgggatctcgeggetggggctctcgecggegtggatccggeeccggatctcgcggggaatggggctctcggatgtagatetgcgatccgecgttgttgggg
gagatgatggggggtttaaaatttccgccgtgctaaacaagatcaggaagaggggaaaagggcactatggtttatatttttatatatttctgctgcttcgtcaggcttag

atgtgctagatctttctttcttctttttgtgggtagaatttgaatccctcagcattgttcatcggtagtttttcttttcatgatttgtgacaaatgcagcctcgtgcggagcetttttt

gtaggtagaag

SVHPPR - Sequéncia CDS gene HPPR hidroxyphenylpyruvate reductase em S. viridis.

Identificador Phytozome Sevir.5G009200. Utilizado para as duas construcoes, E430 e E432.

Atggagtcccteggtgtectgcttetccaccecatgaacgcttacttggageaggaactcgatcgtegetgcaggctgcategtttctgggaggeaccacceggec

cgcctcgggacgagttectcagggeccacgcetggaagceatcegtgecgtggttgggaatgcttettatggtgcggatgecgcetettattgacgeccteceegctcety

gagatcgtcgcatcattctcegtgggcattgatagggttgacctegetaagtgcagagaacgtggtatcagggtcaccaacactcctgatgtgttgaccgacgatgte
gccgacttagetgtgggactcgecatageggtectgcgacgcatcccacaggctgategtttgttagggecggtetttggaaggcaaagggegactacgctctca

ctacccgtttcagcgggaagagggtcggaattatcggtctcggecgtatcggtetggecgtggctaaaagggtagaggcattegattgccccgtcaactactatcaa
cggacaaagcaggactaccctaattacacgtattaccccagtgtggtcgagcetagetgccaactcegatctecttgttgtggettgcccactcaacgceccagaccegt
cacattgtcaacagggaagtgatggacgcgctgggacctaagggtgtettgatcaatattgggegeggaccecacgttgatgagecggagetggtegcetgeectg

gtggagggecgtcteggtggegcetggtettgacgtettcgaggatgagectaacgttcccgaagceactcttcactatggacaacgtggtegtggteccacatatcgg
gagcggaaccaatgagactaggaagggcatggecgatctggttcteggtaacttggaggctcacgtgetcaagaagectcttctgaceectgtectctga

SVHPPR — Sequéncia de aminoacidos

MESLGVLLLHPMNAYLEQELDRRCRLHRFWEAPPGPPRDEFLRAHAGSIRAVVGNASYGADAALIDAL
PALEIVASFSVGIDRVDLAKCRERGIRVTNTPDVLTDDVADLAVGLAIAVLRRIPQADRFVRAGLWKAK
GDYALTTRFSGKRVGIIGLGRIGLAVAKRVEAFDCPVNYYQRTKQDYPNYTYYPSVVELAANSDLLVV
ACPLNAQTRHIVNREVMDALGPKGVLINIGRGPHVDEPELVAALVEGRLGGAGLDVFEDEPNVPEALFT
MDNVVVVPHIGSGTNETRKGMADLVLGNLEAHVLKKPLLTPVL*

pZmUbi — Sequéncia otimizada de CDS promotor constitutivo de Ubiquitina em Zea mays.

Utilizado para superexpressao do gene SmTAT na construcdo E430.

ccctgctttaatgagatatgcgagacgcectatgatcgcatgatatttgctttcaattctgttgtgcacgttgtaaaaaacctgagceatgtgtagetcagatecttaccgecg
gtttcggttcattctaatgaatatatcacccgttactatcgtatttttatgaataatattctcegttcaatttactgattgtcctcgacgceggtgtacagtgaagcttgtacgtge
agtgcagcgtgacceggtcgtgcecctetctagagataatgagcattgeatgtctaagttataaaaaattaccacatattttttitgtcacacttgtttgaagtgcagtttat

ctatctttatacatatatttaaactttactctacgaataatataatctatagtactacaataatatcagtgttttagagaatcatataaatgaacagttagacatggtctaaagg

acaattgagtattttgacaacaggactctacagttttatctttttagtgtgcatgtgttctectttitttttgcaaatagcttcacctatataatacttcatccattttattagtacatc
catttagggtttagggttaatggtttttatagactaatttttttagtacatctattttattctattttagcctctaaattaagaaaactaaaactctattttagttttttatttaataattt

agatataaaatagaataaaataaagtgactaaaaattaaacaaataccctttaagaaattaaaaaaactaaggaaacatttttcttgtttcgagtagataatgccagectgt
taaacgccgtcgatcgacgagtctaacggacaccaaccagcgaaccageagegtegegtcgggecaagegaageagacggeacggeatctetgtegetgecte
tggacccctctcgagagttcecgetecacegttggacttgeteegctgteggeatccagaaattgegtggeggageggeagacgtgagecggeacggeaggegge
ctcctectectetcacggeaccggeagetacgggggattectttcccaccgctecttegettteecttectegeccgecgtaataaatagacaceecctecacacccte
tttccccaacctegtgttgttcggagegcacacacacacaaccagatctcceccaaatccaccegteggeaccteegcetticaaggtacgecgetegtecteeeeece
cceecctetetaccttetctagatcggegttccggtecatggttagggeecggtagttctacttetgttcatgtitgtgttagatcegtgtttgtgttagatcegtgctgctag
cgttcgtacacggatgcgacctgtacgtcagacacgttctgattgctaacttgecagtgtttctetttggggaatectgggatggetctagecgttccgecagacgggat

cgatctaggataggtatacatgttgatgtgggttttactgatgcatatacatgatggcatatgcagcatctattcatatgctctaaccttgagtacctatctattataataaac
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aagtatgttttataattattttgatcttgatatacttggatgatggcatatgcagcagctatatgtggatttttttagccctgccttcatacgctatttatttgcttggtactgtttct
tttgtcgatgctcaccctgttgtttggtgttacttctgcaggt

SMTAT — Sequéncia otimizada de CDS gene TAT Tyrosine aminotransferase em Salvia
miltiorrhiza. Baseado na sequéncia NCBI GenBank DQ334606.1. Utilizado para as duas
construcdes, E430 e E432.

atggagctgcagaaccctgctcaggagatcgatgcacceaccactattaccatcaagggtattctcggecttetcatgtccageactgacccaaaggagtctggaaa
gagggtcatcagtttggggatcggtgatcctaccgectacagetgcttccacgcttccaatgccgegeaggagggegtggttgaggetcetcegtageacaaagtte

aacggttatgctcccaccgecggactgecgcaaactcgegaggccattgctgagtacctetetegtgaccttecttacaagetgcecgeagattcagtetatgtgace
gctgggtgeacgcaggecatcgaaattgegctcteegtettggetaggecaggegecaacatcectectgectegaccctgetteectatctacggtetetgegetage
ttccgtaacattgaagtgcggtactttgaccttcacccggageagggttgggaagtegatetcgacgecgttgcagatctagctgaccacaatactgtcgecatggtg
atcattaaccccggaaacccatgcgggaacgtctacagttatcagcacctgaagaaaatcgctgagaccgcgaagaggcteggeatagtagtgatcgecgatgaa
gtctacggteatcttgctttcggagcaaatcctttcgttcccatgggtattttcggetegatcgetectgtggteactctcggtagectgtecaagagatggttggtgeca

gggtggcgtetcggatggctegteattaacgaccecgatggttctetgatgagecctaagttegttgagaggatcaagaagtactgtgacatctgeggeggteegge
caccttcattcaggctgccgtccccgagatcgtggagcagacacaagaagtettcttccgtaagaccattaacatccttaagcagacttcegatatctgctatcagaag
attgaggacatcaacgggattacctgccctactaagccaaagggagctatggegtttatggtgaaactcaatctgagcaggatgaaggatatcagtgacgatatcga
cttctgcttcaagctcgccaaggaggagtctgteattatcttgcceggectegcetgttggtcettaagaactggattcgeatcaccttcgeagtggatgtecctgecctgg

aggaggctatggagcgtctcaagtccttctgcgagaggceacagetactga

SMTAT — Sequéncia de aminoacidos

MELQNPAQEIDAPTTITIKGILGLLMSSTDPKESGKRVISLGIGDPTAYSCFHASNAAQEGVVEALRSTKF
NGYAPTAGLPQTREAIAEYLSRDLPYKLPADSVYVTAGCTQAIEIALSVLARPGANILLPRPCFPIYGLCA
SFRNIEVRYFDLHPEQGWEVDLDAVADLADHNTVAMVIINPGNPCGNVYSYQHLKKIAETAKRLGIVVI
ADEVYGHLAFGANPFVPMGIFGSIAPVVTLGSLSKRWLVPGWRLGWLVINDPDGSLMSPKFVERIKKY
CDICGGPATFIQAAVPEIVEQTQEVFFRKTINILKQTSDICYQKIEDINGITCPTKPKGAMAFMVKLNLSR
MKDISDDIDFCFKLAKEESVIILPGLAVGLKNWIRITFAVDVPALEEAMERLKSFCERHSY*

pIRX1 — Sequéncia otimizada de CDS promotor IRX1. 1.5 kb a jusante do gene IRX1 de Setaria
italica; lIdentificador Phytozome Seita 5G319100. Utilizado para expressao espaco-temporal do
gene SVHPPR na construgédo E432.

attagctgtacatgggtccgeccctttgtatcggtgctaatactatgtttccaagttctcacaaaaacaagagaaaattcectatacggeactagataaaaacatgattce
ctatatgacactagaaatttttgcctcccttatttgatatcgggatttatttttcattectttcttgacactttgttecttatttgacactgttecttatttgacactaggatttatctttc
attcctttcttacacttccattagatcecttagaaacttccatcaaattcactctcaacatgtaccaaaatattcctgaaatttctactctcatgttggacgattcttttgcgage
tgccegagtgegcecatggtattcaggcetggegacgggcetgatgatgectcaatggcaagtggggtgaaageggtgggataatgatgcaaggaaaggaatgaaaa
ataaattctaatgtcaaataaggaatataaagaaaggaatgaaaaataaatcctagtgtcaaataagaggcaaaacttcctagtgtcaggtagggaaccagattttcat
gtgatgccataatggtgaatttictaaaaaaacaatcgcatcggaggcagggcttggtggeacgcatcaactagagcaacccacgegaccecageggecgggac
ctgattggctgattgtaacgcagcacgcattgcgagaaacacgegtactacagtactagcaaagttacctgaacgectgaacttcgaagttccacggeatcacaact
ccccccaagacgaagaagcacaatgecgacacgtgaaaaatgaccgatccactctcttccaagggeagageagagcaateectcacctegegteecgeecgteg
gtcgecgtegegacttcgggaacgggctgtcagaaaaacgacgccccagegegatctcccgactgatgactccagtgactecctetetttccgaaccggeggace
caccccaccgcaccaacggaacccaccaaccaaccecgecccgegaccetcgaccegeccgtettccaggttacgeceecgegeggeggaacgggagecaaat
cagtgaaatcacccgtcgtcttcgettcgaaacccecgcaaaacctcgcggagaagaaccacctgetgcacgecgeagegaaggeacgcacgeacgeacaccet
ctcecteccteccteatggegcecteacceaaccetttgcttecattetttccatcccaccagecgetgegacgecgacteeccaactecacccaccgectgecagege
cacctcaccgeaccgecccgecteegtcacceeecgeccegegggeatgggctgecgcetatatcaccacgectccaacctecggeacgcttagettecttegectct
cceccatteteccacceggtgeccecectggetgecgegegeacgeggatecccaaccgaggetgegegtegaccgeggggtgaggaggaggaggagec
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pIRX5 — Sequéncia otimizada de CDS promotor IRX5 1980 pb a jusante do start cddon do
gene IRX5 de Arabidopsis thaliana lIdentificador Phytozome At5g44030. Utilizado para
expressao espaco-temporal do gene SmTAT na construcdo E432.

gaagccatcctctacctcggaaaaacttgttgcgagaagaagacatgcgatggcatggatgcettggatctttgacattgatgacactcttctctcaaccattccttacca
caagagcaacggttgtttcgggtaaataaactaaacttaaccatatacattagccttgattcggtttttggtttgatttatggatattaaagatccgaattatatttgaacaaa
aaaaaatgattatgtcacataaaaaaaaattggcttgaattttggtttagatgggtttaaatgtctacctctaatcatttcatttgttttctggttagctttaattcggtttagaat
gaaaccgggattgacatgttacattgatttgaaacagtggtgagcaactgaacacgaccaagttcgaggaatggcaaaattcgggcaaggcaccagcggttccac
acatggtgaagttgtaccatgagatcagagagagaggtttcaagatctttttgatctcttctcgtaaagagtatctcagatctgccaccgtcgaaaatcttattgaageceg
gttaccacagctggtctaacctccttctgaggttcgaatcatatttaataaccgcattaaaccgaaatttaaattctaatttcaccaaatcaaaaagtaaaactagaacactt
cagataaattttgtcgttctgttgacttcatttattctctaaacacaaagaactatagaccataatcgaaataaaaaccctaaaaaccaaatttatctatttaaaacaaacatt
agctatttgagtttcttttaggtaagttatttaaggttttggagactttaagatgttttcagcatttatggttgtgtcattaatttgtttagtttagtaaagaaagaaaagatagtaa
ttaaagagttggttgtgaaatcatatttaaaacattaataggtatttatgtctaatttggggacaaaatagtggaattctttatcatatctagctagttcttatcgagtttgaact
cgggttatgattatgttacatgcattggtccatataaatctatgagcaatcaatataattcgagcattttggtataacataatgagccaagtataacaaaagtatcaaaccta
tgcaggggagaagatgatgaaaagaagagtgtgagccaatacaaagcagatttgaggacatggcttacaagtcttgggtacagagtttggggagtgatgggtgca
caatggaacagcttctctggttgtccagttcccaagagaaccttcaagcetccctaactccatctactatgtcgectgattaaatcttatttactaacaaaacaataagatca
gagtttcattctgattcttgagtcttttttttctctctccctettttcatttctggtttatataaccaattcaaatgcttatgatccatgcatgaaccatgatcatctttgtgtttttttttc
cttctgtattaccattttgggcctttgtgaaattgattttgggcttttgttatataatctectctttctcttictctacctgattggattcaagaacatagccagatttggtaaagttt
ataagatacaaaatattaagtaagactaaagtagaaatacataataacttgaaagctactctaagttatacaaattctaaagaactcaaaagaataacaaacagtagaa
gttggaagctcaagcaattaaattatataaaaacactaactacactgagctgtctccttcttccaccaaatcttgttgetgtetcttgaagctttcttatgacacaaaccttag
acccaatttcactcacagtttggtacaacctcagttttcttcacaacaaattcaaacatcttacccttatattacctctttatctcttcaatcatcaaaacacatagtcacatac
atttctctaccccaccttctgctctgcttccgagagcetcagtgtacctcgec
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Anexo Il - Tabelas

Tabela 1 — Meio de cultura de inducgéo de calos CIM:

Reagente Concentracéo final | Para 100 mL |Para 500 mL
Sais MS (Sigma) 4,3 g/L 430 mg 2,159
Vitaminas Setaria/CIM 1000X* 1x 100 pL 500 pL
D-Biotina [0,5 mg/mL]** 1 mg/L 200 pL 1 mL
Sacarose 30 g/L 30 159
Inositol 100 mg/L 10 mg 50 mg
Fitagel 4 g/L 200 mg 29
Solugdo CuSO4.5H20 1000X*** 10,92 mg/L 100 pL 500 pL
Solucdo de 2,4-D [1 mg/mL]**** 2 mg/L 200 pL 1 mL
Kinetina (Img/mL)# 0,5 mg/L 50 puL 250 uL
Ajustar pH 5,8 com NaOH 1 M e autoclavar

Fonte: (MARTINS et al., 2015).

Tabela 2 — Meio de co-inoculacdo CIM liquido:

Reagente Concentracéo final | Para 100 mL | Para 500 mL
Sais MS (Sigma) 4,3 g/L 430 mg 2,15 ¢
Vitaminas Setaria/CIM 1000X 1X 100 pL 500 pL
D-Biotina 500X [0,5 mg/mL] 1 mg/L 200 pL 1mL
Sacarose 30 g/L 39 15¢g
Inositol 100 mg/L 10 mg 50 mg
Solucéo de 2,4-D [1 mg/mL] 2 mg/L 200 pL 1mL
Kinetina (1 mg/mL) 0,5 mg/L 50 pL 250 pL
Acetoseringona (100 mM) 200 mM 200 pL 1mL
Ajustar pH 5,8 com NaOH 1 M e autoclavar

Fonte: (MARTINS et al., 2015).



Tabela 3 — Meio de regeneragdo MRS:
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Reagente Concentracéo final | Para 100 mL | Para 500 mL
Sais MS (Sigma) 4,3 g/L 430 mg 2,159
Vitaminas Setaria/CIM2 1000X 1X 100 pL 500 pL
D-Biotina [0,5 mg/mL] 1 mg/L 200 pL 1 mL
Sacarose 20 g/L 240 109
Inositol 100 mg/L 10 mg 50 mg
Kinetina (Img/mL) 2 mg/L 200 pL 1mL
Fitagel 2g/L 200 mg 1lg
Ajustar pH 5,8 com NaOH 1 M e autoclavar
Timentin [300 mg/mL] 150 mg/L 50 pL 250 uL
Higromicina [50 mg/mL] 30 mg/L 60 pL 300 pL
Fonte: (MARTINS et al., 2015).
Tabela 4 — Meio de desenvolvimento MD:
Reagente Concentracdo final | Para 100 mL | Para 500 mL
Sais MS (Sigma) 2,15 g/L 215 mg 1,07 g
Vitaminas MS 1000X 1X 100 pL 500 pL
Sacarose 15 g/L 159 750
Inositol 100 mg/L 10 mg 50 mg
Fitagel 2 g/L 200 mg 1g
Ajustar pH 5,8 com NaOH 1M e autoclavar
Timentin [300 mg/mL] 150 mg/L 50 pL 250 pL
Higromicina [50 mg/mL] 30 mg/L 60 pL 300 pL

Fonte: (MARTINS et al., 2015).

Tabela 5 — Sequéncias dos primers utilizados para confirmacao das plantas por PCR:

PRIMER SEQUENCIA DESCRICAO

Hptll-F GATGTTGGCGACCTCGTATT Primers para amplificar sequéncia do gene de
Hptll-R TGTTTATCGGCACTTTGCAT resisténcia a Higromicina

CAC-F CTGCTTCTGGTCTTCGTGTT Primers para amplificar um gene constitutivo de
CAC-R CATCACGAGAGCAGGATCATAC S.viridis utilizado para controle
pACT-F CCGGGAAATCTACATGGATCAG Primers para amplificar o promotor do gene de
PACT-R | TTTGTCGGTACTTTGATACGTCA resisténcia & Higromicina

Fonte: Do autor (2024).




Tabela 6 — Meio de cultura ¥2 MS:
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Reagente | Concentragdo final | 100 mL | 200 mL 500 mL 1000 mL
Sais MS 2,15 g/L 215 mg 430 mg 1,075¢g 2,15¢
Vitaminas 1x 100 pL 200 pL 500 pL 1mL
MS
Inositol 100 mg/L 10 mg 20 mg 50 mg 100 mg
Fitagel 4 g/L 400 mg 800 mg 29 49

Ajustar pH 5,8 com NaOH 1M e autoclavar

Fonte: (MARTINS et al., 2015).

Tabela 7 — Sequéncias dos primers utilizados nos experimentos de qPCR:

PRIMER SEQUENCIA DESCRIGAO
RT Svhppr-F-A ATTCTCCGTGGGCATTGATAG Primers para amplificar sequéncia do gene
RT Svhppr-R-A ATCGTCGGTCAACACATCAG SVHPPR em plantas transgénicas
RT Svhppr-F-B CTGGAGATCGTCGCATCATT Primers para amplificar sequéncia do gene
RT Svhppr-R-B GAGTGTTGGTGACCCTGATAC SVHPPR em plantas transgénicas
RT Smtat-F-A CGATGCACCCACCACTATTA Primers para amplificar sequéncia do gene
RT Smtat-R-A CCCAAACTGATGACCCTCTT SmTAT em plantas transgénicas
RT Smtat-F-B GCTTTCGGAGCAAATCCTTTC Primers para amplificar sequéncia do gene
RT Smtat-R-B CTGGCACCAACCATCTCTT SmTAT em plantas transgénicas
RT Svhppr WT-F-1 CGAACGAAGCAGGACTACC Primers para amplificar sequéncia do gene
RT Svhppr WT-R-1 CCCAGGGCATCCATCAC SVHPPR em plantas WT
RT-Svhppr WT-F-2 AAGAGTGGGCATCATTGGG Primers para amplificar sequéncia do gene
RT-Svhppr WT-R-2 | CTTCGTTCGCTGGTAGTAGTT SVHPPR em plantas WT
RT CAC-F CTGCTTCTGGTCTTCGTGTT Primers para amplificar a sequéncia do gene
RT CAC-R GTATGATCCTGCTCTCGTGATG Clathrin adaptor complex Sevir.1G284400
RT SUI-F CCAGAGCTTGGACAGGTCATTC | Primers para amplificar a sequéncia do gene
RT SUI-R ACAATGCCAGCCTGGACAA Translation fator SUI1 Sevir.2G348300

Fonte: Do autor (2024).




Tabela 9 — Etapas das rodadas de transformacédo genética de Setaria viridis.
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CIM +

CIM +

CIM + Tim

MRS + Tim +

MRS + Tim +

Calos Transf. Vetor Aceto Tim + Higro Higro (1) Higro (2) Meio MD nducgo de raizes e parte aérea Aclimatagéo

1 22/abr 30/abr E430 30/abr 03/mai 10/mai 19/mai 09/jun N/C

2 30/abr 06/mai E432 06/mai 11/mai 18/mai 26/mai Placas contaminadas, foram descartadas

3 14/mai 21/mai E430 21/mai 25/mai 01/jun 08/jun 28/jun N/C

4 21/mai 28/mai E432 28/mai 31/mai 07/jun 15/jun 05/jul 3 explantes em 12/abr | N/C

5 03/jun 12/jun E430 12/jun 15/jun 22/jun 30/jun 20/jul 1 candidato em 13/jul 1 ev. em 16/jul
6 10/jun 18/jun E432 18/jun 21/jun 30/jun 07/jul 25/jul varios explantes em 15/jul 3 explantes em 23/jul 2 ev. em 27/jul
7 24/jun 02/jul E430 02/jul 05/jul 13/jul 20/jul 09/ago 3 explantes em 29/ago N/C

: %g//JJtT gggﬂ: E432 | o9ful | 12/jul 19/jul 26/jul 23/ago N/C

10 16/jul 23/jul E430 23/jul 27/jul 03/ago 10/ago 01/set 5 explante em 21/set | N/C

11 03/ago 10/ago E432 10/ago 13/ago Placas contaminadas em Cim + Tim, foram descartadas

12 25/ago 01/set E430 01/set 04/set 10/set 17/set 08/out varios explantes 28/out 3 explantes em 07/out | 2 ev. em 15/out
13 31/ago 07/set E432 07/set 10/set 17/set 24/set 14/out 2 explantes em 04/nov N/C

14 13/set 21/set E430 21/set 24/set 01/out 08/out 28/out varios explantes em 18/nov N/C

15 01/out 08/out E432 08/out 11/out 18/out 25/out 15/nov 4 explante em 05/dez N/C

16 14/out 22/out E430 Placas contaminadas em Cim + Aceto, foram descartadas

17 18/out 26/out E432 26/nov 29/out 05/nov 12/nov 02/dez 3 explantes em 22/dez N/C

18 25/out 05/nov E430 05/nov_ | 08/nov 15/nov 22/nov 12/dez varios explante em 02/jan N/C

19 04/nov 12/nov E432 12/nov 15/nov 22/nov 29/nov 20/dez vérios explantes em 10/jan | 4 explantes em 17/dez | 2 ev. em 20/dez
20 10/nov 19/nov E430 19/nov 22/nov 29/nov 06/dez 26/dez 2 explantes em 20/jan N/C

21 18/nov 26/nov E432 26/nov 29/nov 06/dez 13/dez 03/jan 3 explantes em 23/jan N/C

22 01/mar 08/mar E430 08/mar 11/mar 18/mar 25/mar 15/abr 4 explantes em 12/abr N/C

23 21/mar 29/mar E432 29/mar 01/abr 08/abr 08/abr 23/abr N/C

24 07/abr 15/abr E432 15/abr 18/abr 25/abr 02/mai 22/mai N/C

25 11/abr 19/abr E430 19/abr 22/abr 29/abr 06/mai 26/mai Varios explantes em 06/jun | N/C

26 18/abr 29/abr E432 29/abr 02/mai 09/mai Calos com contaminacéo constante independente da troca de meio

27 25/abr 05/mai E432 05/mai 09/mai 16/mai 23/mai 14/jun N/C

28 03/mai 12/mai E430 12/mai 16/mai 23/mai 30/mai 20/jun varios explantes em 21/jun 2 explantes em 29/jun 1 ev. em 05/jul
29 10/mai 19/mai E430 19/mai 23/mai 30/mai 06/jun 26/jun varios explantes em 04/jul 2 explantes em 06/jul 2 ev.em 11/jul
30 18/mai 27/mai E430 27/mai 30/mai 06/jun 13/jun 03/jul
31 31/mai 10/jun E432 10/jun 13/jun 20/jun 27/jun 13/jul 4 explantes em 20/jul 1 explante em 27/jul 1 ev. em 30/jul
32 13/jun 24/jun E430 24/jun 27/jun Calos com contaminagdo constante independente da troca de meio
33 21/jun 01/jul E432 01/jul 04/jul 11/jul 18/jul 08/ago varios explantes em 15/ago | 2 explantes em 21/ago | 2 ev. em 27/ago
34 29/jun 08/jul E430 08/jul 11/jul 18/jul 25/jul 19/ago 3 explantes em 21/ago N/C
35 12/jul 22/jul E432 22/jul 25/jul 01/ago 08/ago 28/ago N/C
36 20/jul 29/jul E432 29/jul 01/ago 08/ago 15/ago 05/set N/C
37 01/ago 09/ago E430 09/ago 12/ago 19/ago 26/ago 16/set N/C
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38 10/ago 19/ago E430 19/ago 22/ago 29/ago 05/set 25/set N/C

39 23/ago 02/set E432 02/set 05/set 12/set 19/set 09/out varios explantes em 12/out 1ev.em 17/out

40 06/set 15/set E432 15/set 18/set 25/set 03/out 23/out 3 explantes em 24/out 2 ev. em 29/out

41 22/nov 22/nov E430 01/dez 04/dez 11/dez 18/dez 05/jan varios explantes em 07/jan N/C

42 29/nov 29/nov E430 08/dez 11/dez 18/dez 23/dez 05/jan 3 explantes em 01/jan 1ev. em 10/jan

43 08/dez 08/dez E430 15/dez 18/dez 23/dez 03/jan 13/jan 2 explantes em 15/jan 1ev. em 22/jan
N/C: Nenhum candidato. Aclimatacéo refere-se a transferéncia de um explante candidato para o solo. Transformacdes 1 a 21 foram realizadas durante o ano de

2021; transformacdes 22 a 43 foram realizadas em 2022.

Fonte: Do autor (2024).




Tabela 10 — Avaliacdo por PCR de plantas da linhagem E430.
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Identificacdo da planta
1 [ 2 3 4 | 5 6 7 8 9 10
1 Sementes homozigotas
- 2 Sementes homozigotas
5 |3 Sementes homozigotas
>0
L;.%; 4 | Positiva N/C N/C N/C N/C N/C Positiva N/C Positiva | Negativa
=]
% 5 | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Negativa | Positiva | Positiva
S
8 | 6 | Positiva | Negativa N/C Positiva | Positiva | Negativa | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva
7 N/C N/C N/C N/C N/C N/C N/C Positiva N/C N/C
8 | Positiva | Positiva | Positiva | Negativa | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva

Nota: PCR’s utilizando primers pACT de todas as linhagens da constru¢do E430. Positiva refere-se aquela planta

cuja PCR resultou em uma amplificacdo, considerando-se entdo uma planta positiva; Negativa refere-se aquela

planta cuja PCR ndo resultou em uma amplificagdo, considerando-se entdo uma planta negativa; N/C refere-se ao

ndo crescimento. As linhagens 1, 2 e 3, cujas sementes ja eram homozigotas, ndo foram testadas para PCR. As

sementes T1 da linhagem 8 foram consideradas homozigotas para os experimentos de crescimento e biomassa.

Tabela 11 — Avaliagdo por PCR de plantas da linhagem E432.

Identificacdo da planta
1 [ 2 3 4 | 5 6 7 8 9 10

1 Sementes homozigotas
2 | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa
- 3 Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Negativa
% 4 Positiva Positiva Positiva | Negativa | Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
g 5 Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva Positiva
g 6 Positiva | Positiva N/C Positiva | Positiva | Positiva | Positiva N/C Positiva Positiva
°© 7 N/C N/C Positiva | Negativa | Positiva | Negativa | Negativa | Negativa N/C Negativa
8 | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa | Positiva | Negativa | Negativa | Positiva | Positiva Negativa
9 | Negativa | Negativa | Negativa | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva | Positiva Positiva
10 | Positiva | Negativa | Negativa | Positiva | Negativa | Negativa | Negativa | Positiva | Positiva Positiva

Nota: PCR’s utilizando primers pACT de todas as linhagens da constru¢do E432. Positiva refere-se aquela planta

cuja PCR resultou em uma amplificacdo, considerando-se entdo uma planta positiva; Negativa refere-se aquela

planta cuja PCR ndo resultou em uma amplificagdo, considerando-se entdo uma planta negativa; N/C refere-se ao

ndo crescimento. As plantas da linhagem 1, cujas sementes ja eram homozigotas, ndo foram testadas para PCR.

As sementes T1 das linhagens 3, 4 e 5 foram consideradas homozigotas para 0s experimentos de crescimento e

biomassa.



Tabela 12 — Diviséo de plantas para composi¢do dos pools das linhagens de E430.

LINHAGEM POOL PLANTAS TOTAL DE PLANTAS
E430Evl-A 2,3,4

Linhagem 1 E430Evl -B 1,89 9
E430Evl-C 5,10,7
E430 Ev2 - A 2,3,5

Linhagem 2 E430Ev2 -B 1,4,7 9
E430Ev2-C 6,89
E430 Ev3 - A 571

Linhagem 3 E430Ev3-B 4,6,10 9
E430Ev3-C 2,3,8
E430 Ev4 - A 7

Linhagem 4 E430Ev4 -B 9 3
E430Ev4 -C 1
E430 EV5 - A 3,7,6

Linhagem 5 E430 EV5 - B 10,4 8
E430 EV5 -C 1,29
E430 Ev6 - A 1,4,10

Linhagem 6 E430 EV6 - B 57 7
E430 Ev6 - C 8,9

Linhagem 7 E430 Ev7 - A 8 1
E430 EV8 - A 3,6,9

Linhagem 8 E430 Ev8 - B 57,10 9
E430 Ev8 - C 1,28
E430 WT - A 1,23

Selv;@:zrr]‘;a&w) E430 WT - B 10,7,8 9

E430 WT - C 5,6,9
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Tabela 13 — Diviséo de plantas para composi¢do dos pools das linhagens E432.

LINHAGEM POOL PLANTAS TOTAL DE PLANTAS
E432 Evl - A 3,4,5
Linhagem 1 E432Evl-B 6,7,10 9
E432 Evl-C 1,2,8
E432 Ev3 - A 2,3,5
Linhagem 3 E432Ev3-B 1,6,8 9
E432 Ev3-C 4,7,9
E432 Ev4 - A 3,7,10
Linhagem 4 E432Ev4 -B 2,8,9 9
E432 Ev4 - C 6,5,1
E432 Ev5 - A 4,7,9
Linhagem 5 E432EV5-B 2,3,10 9
E432Ev5-C 5,6,8
E432 Ev6 - A 10,4,7
Linhagem 6 E432 Ev6 - B 5,6,9 8
E432 Ev6 - C 1,2
Linhagem 7 E432Ev7-A 3 2
E432 Ev7 - B 5
E432 Ev8 - A 5
Linhagem 8 E432 EV8 - B 9 3
E432Ev8-C 8
E432 Ev9 - A 10, 8
Linhagem 9 E432Ev9 -B 56 7
E432 Ev9 - C 4,7,9
E432 Ev10 - A 10,9
Linhagem 10 E432 Ev10-B 1,8 5
E432 Ev10-C 4
Plantas E432 WT - A 2,3,9
selvagens E432 WT - B 1,7,10 9
(W) E432 WT - C 4,8,5
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Anexo 111 — Cromatogramas

Figura 1 — Cromatograma da analise de AR por HPLC para amostras E430.
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Nota: No detalhe, os padrdes de 0,5; 2; 10 e 50 ug de AR (Sigma Aldrich). As amostras referem-se as
linhagens 4 e 8, além de plantas WT, em triplicata.
Fonte: do autor (2025).
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Figura 2 — Cromatograma da analise de AR por HPLC para amostras E432.
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Nota: No detalhe, os padrdes de 0,5; 2; 10 e 50 ug de AR (Sigma Aldrich). As amostras referem-se as

linhagens 1 e 7, além de plantas WT, em triplicata.

Fonte: do autor (2025).

Figura 3 — Cromatograma CG-MS para tioacidolise.
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Fonte: do autor (2025).
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Figura 4 — Cromatograma para LC-MS para tioacidolise.
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Fonte: do autor (2025).
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Anexo IV - Sacarificacdo de CWR com pré-tratamento de E430

Figura 1 — Sacarificagdo ap0s pré-tratamento alcalino com NaOH 50 mM de linhagens E430.
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Nota: Cada linhagem é representada por pools, sendo pools A, B e C, totalizando um n = 3. Valores acima das
barras indicando porcentagem de liberagdo de aglcar em comparagdo com WT para cada tempo de hidrdlise.
Barras de erro se referem ao erro padrdo a partir da média (SEM). Asteriscos indicando significancia estatistica,
sendo *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; **** P < 0.0001.

Fonte: do autor (2024).
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Anexo V — Expressédo génica de E432 ao longo do crescimento

Figura 1 — Expressao génica de folhas de eventos E432 para Fase | (15 dias) e Fase Il (30 dias).
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Nota: Cada linhagem é representada por pools, sendo pools A, B e C, totalizando um n = 3. Média dos valores
calculados de AACt de cada um dos pools, para cada linhagem. Para WT considerou-se como zero. Barras de erro
se referem ao erro padrdo a partir da média (SEM).

Fonte: do autor (2024).



